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resumo 
 
 
Botryosphaeria é um género bem conhecido devido às espécies que causam 
doenças numa grande diversidade de plantas economicamente importantes. 
Este género é actualmente composto de duas espécies, Botryosphaeria 
dothidea e Botryosphaeria corticis.  
A parede celular é essencial à sobrevivência dos fungos, fornecendo protecção 
contra danos mecânicos e resistência à pressão interna. Dada à sua 
importância vital e natureza química, é alvo para acção de drogas antifúngicas. 
Como em todos os fungos, a quitina também faz parte da constituição da 
parede celular do género em estudo, sendo um polímero estrutural importante 
para a manutenção da forma e rigidez da parede, bem como na formação de 
septos. Vários genes que codificam diferentes isoformas de sintetases da 
quitina fúngicas foram já clonados e caracterizados. A partir de DNA genómico 
de B. dothidea CBS115476 e B. corticis CBS119047 foram amplificados, por 
PCR, fragmentos de genes de sintetase da quitina os quais foram, 
posteriormente, clonados e sequenciados. A análise das sequências 
nucleotídicas e sequências de aminoácidos deduzidas dos 17 clones revelou a 
existência de três classes distintas de CHS (I, II e III).  
A análise filogenética dessas sequências permitiu estabelecer algumas 
relações filogenéticas entre espécies de Botryosphaeria e outros fungos 
registados no GenBank. Em todas as análises filogenéticas verificou-se que as 
duas espécies de Botryosphaeria agrupam num ramo distinto. A análise de 
sequências de CHS de classe II e III permitiu ainda uma distinção entre as 
espécies B. dothidea e B. corticis, revelando potencial como marcadores 
filogenéticos ao nível da espécie. As sequências de CHS classe I não 
permitiram uma distinção clara entre ambas as espécies. 
Por hibridação pretendeu-se detectar fragmentos homólogos ao gene de 
sintetase da quitina em quatro estirpes de Botryosphaeria, sendo as sondas 3 
clones sequenciados anteriormente, cada um pertencente a uma classe de 
sintetase da quitina (I, II e III). Após hibridação, foram detectados fragmentos 
HindIII em todas as estirpes testadas, para as três classes de sondas. Tal facto 
indica a presença de sequências homólogas do gene que codifica para a 
sintetase da quitina nos genomas das quatro estirpes. A detecção de um só 
fragmento por cada uma das classes sugere que estes genes são de cópia 
única. No entanto, a sequenciação de diversos clones revelou a existência de 
variantes moleculares em duas das classes. 
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abstract 
 
The genus Botryosphaeria is well known by the species that cause disease in a 
wide range of plant hosts economically important. This genus is currently 
composed of two species, Botryosphaeria dothidea and Botryosphaeria 
corticis. 
Integrity of cell walls is essential to survival of fungi, providing protection 
against mechanical damage and resistance to internal pressure. Because of 
the vital importance and chemical nature of fungal walls, they represent a target
for the action of antifungal drugs. Chitin is a basic structural polymer, important 
for maintenance of cell form and walls rigidity, and to the formation of septa. 
Several genes coding specific chitin synthase isoforms have been cloned and 
characterized. From B. dothidea CBS115476 and B. corticis CBS119047 
genomic DNA we amplified by PCR chitin synthase gene fragments, which 
were then cloned and sequenced. Analysis of the nucleotide and deduced 
amino acid sequences of 17 clones revealed three distinct classes of CHS (I, II 
and III). 
Phylogenetic analysis of these sequences allowed the establishment of
phylogenetic relationships between species of Botryosphaeria and other fungi 
registered in the GenBank. In all phylogenetic analysis it was shown that the 
two species of Botryosphaeria grouped in a separate clade. 
Analysis of the CHS sequences from classes II and III allowed a distinction 
between the species B. dothidea and B. corticis, showing potential as a 
phylogenetic markers at the species level. The chitin synthase sequences from 
classe I did not allow a clear distinction between the two species. 
In hybridization experiments and using as probes three clones that were
previously sequenced, each belonging to a distinct class of chitin synthase (I, II 
and III), chitin synthase gene fragments were detected in four Botryosphaeria
strains. After hybridization, HindIII fragments were detected in all strains tested, 
for the three classes of probes. This indicates the presence of the gene 
sequences that encode chitin synthases in the four strains. The detection of a 
single fragment for each of the classes suggests that these genes are the 
single copy genes. However, the sequencing of multiple clones revealed the 
existence of molecular variants in two of the classes. 
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1.1 Botryosphaeria, o género 
Botryosphaeria (Botryosphaeriaceae, Botryosphaeriales, Ascomycota) é um género 
que apresenta uma distribuição cosmopolita, ou seja, ocorre num vasto número de 
hospedeiros (monocotiledóneas, dicotiledóneas, gimnospérmicas, angiospérmicas, caules e 
hastes de gramíneas), ostentando uma ampla distribuição geográfica (Crous et al., 2006; 
Úrbez-Torres et al., 2006; Alves et al., 2007).   
O género inclui espécies patogénicas, saprófiticas e endófiticas. Desde que foi 
introduzido (1863), várias espécies têm sido identificadas como agentes causadores de 
doenças em diversas plantas lenhosas economicamente importantes (Crous et al., 2006; 
Slippers and Wingfield, 2007); demonstra-se lenhínolitico, produzindo enzimas que 
degradam a parede celular lenhificada de plantas (Barbosa et al., 2003). 
O cancro de Botryosphaeria é uma das doenças mais relevantes de Eucalyptus spp. 
na África do Sul. Na Austrália, Botryosphaeria spp. é considerada uma ameaça 
significativa para a produção e sustentabilidade das plantações de Eucalyptus, sobretudo 
devido ao aumento da uniformidade genética das plantas (Arruda et al., 1998). Em 
Portugal, as doenças mas importantes são o cancro e o “dieback” do sobreiro (B. 
corticola), o “dieback” e podridão da uva na videira (B. parva, B. stevensii, B. obtusa), a 
podridão negra da maçã (B. obtusa), podridão branca da maçã (B. stevensii), “dieback” e 
podridão da azeitona (B. obtusa, B. dothidea) e “blight” do pinheiro (D. pinea) (Marchi et 
al., 2006). No entanto, o conhecimento limitado acerca da patogénese de Botryosphaeria 
spp. e dos factores que afectam o seu desenvolvimento têm dificultado o desenvolvimento 
de estratégias específicas para o controlo da doença (Marchi et al., 2006).     
A identificação ao nível da espécie no género Botryosphaeria é complicada em 
vários aspectos. A diversidade morfológica entre teleomorfos (formas sexuadas) é 
insuficiente para permitir identificação ao nível da espécie, pois estes são raros na 
natureza e a sua morfologia não apresenta grandes diferenças, assim, a taxonomia do 
género e a diferenciação das espécies baseia-se, sobretudo, nos anamorfos (formas 
assexuadas), a forma mais comum de Botryosphaeria, cuja morfologia é muito variada 
(Alves et al., 2007; Saldanha et al., 2007). 
A identificação das espécies baseia-se em características morfológicas dos conídios, 
como tamanho, forma, cor, septação, espessura e textura da parede. Contudo, algumas 
características dos anamorfos podem apresentar extensiva plasticidade. As características 
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morfológicas podem, ainda, ser influenciadas pelo substrato em que cada fungo se 
desenvolve. Além disso, uma única espécie é capaz de colonizar um vasto número de 
hospedeiros (Alves et al., 2007). 
Recentemente, Crous e seus colaboradores (2006) demonstraram que o género 
Botryosphaeria é composto por linhagens filogeneticamente distintas e que podem ser 
definidas de acordo com os seus géneros anamórficos. Assim, a taxonomia deste grupo de 
fungos foi revista e o género Botryosphaeria é actualmente composto de apenas duas 
espécies B. dothidea (espécie tipo) e B. corticis (Alves et al., 2007). 
 
 
1.2 Quitina  
A parede celular dos fungos é uma estrutura dinâmica com grande plasticidade que 
protege a célula de variações de pressão osmótica e outros stresses ambientais. Baseado em 
vários estudos, a parede celular dos fungos é, essencialmente, composta por glucanas, 
mananas, glicoproteínas e quitina (Bowman and Free, 2006; Campana-Filho et al., 2007; 
Pontón, 2008). Dada a sua localização, a parede celular constitui o primeiro local de 
contacto com o hospedeiro, desempenhando um papel fundamental na acção patogénica 
(Pontón, 2008). 
A quitina é um polímero linear de N-acetil-β-D- glucosamina (GluNac), formado por 
resíduos de N-acetilglucosamina ligados entre si por ligações β-(1-4)-glicosídicas, 
conferindo-lhe uma rigidez estrutural. Os polímeros de quitina tendem a formar 
microfibrilhas de aproximadamente 3nm de diâmetro, estabilizadas por ligações de 
hidrogénio entre os grupos amina e carboxilo (Fig. 1) (Merzendorfer and Zimoch, 2003; 
Bowman and Free, 2006; Campana-Filho et al., 2007). 
Alguns autores consideram que a quitina é um derivado da celulose devido à grande 
semelhança molecular entre os dois polímeros (Merzendorfer et al., 2006). 
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Figura 1. Estrutura primária da quitina onde n é o grau de polimerização (adaptado de 
Cohen, 2001). 
 
A quitina encontra-se na matriz da estrutura esquelética de invertebrados, como 
artrópodes, anelídeos, moluscos, celenterados, em algas diatomáceas, também nas paredes 
celulares de fungos como ascomicetos, zigomicetos e basidiomicetos. No entanto é 
inexistente em vertebrados (Campana-Filho et al., 2007; Martín-Urdíroz et al., 2008). 
Representa cerca de 1-2% do peso seco da parede celular das leveduras e em fungos 
filamentosos, como Neurospora e Aspergillus, pode chegar a 10-20% (Bowman and Free, 
2006). 
Este polímero é o segundo polissacarídeo mais abundante na natureza, sendo 
superado apenas pela celulose. A taxa de reposição da quitina chega a ser duas vezes maior 
que a da celulose (Campana-Filho et al., 2007). 
Em função do organismo considerado, mas também do papel que desempenha, a 
quitina adopta estruturas polimórficas denominadas α-, β-, γ-quitina ( Merzendorfer, 2006). 
Os polimorfismos de quitina correspondem a diferentes arranjos no estado sólido, 
decorrentes de deposições distintas das cadeias do polímero nas lamelas que constituem os 
domínios cristalinos (Fig. 2) (Merzendorfer and Zimoch, 2003; Campana-Filho et al., 
2007). 
 
Figura 2. Representação esquemática das estruturas polimórficas da quitina, sendo que as 
setas representam as cadeias poliméricas no sentido terminal não-redutor para o redutor 
(adaptado de Campana-Filho et al., 2007). 
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Na α-quitina, todas as cadeias poliméricas exibem uma orientação anti-paralela, o 
que favorece a existência de numerosas ligações de hidrogénio inter- e intra-cadeias da 
mesma lamela ou lamelas vizinhas. No caso da forma β–, as cadeias pertencentes a 
diferentes lamelas dispõem-se paralelamente, dificultando o estabelecimento de ligações de 
hidrogénio intermoleculares. Na γ-quitina parece ocorrer uma combinação dos dois 
arranjos anteriormente descritos. Esta estrutura é a menos estudada e conhecida. Sugere-se 
que possa ser uma distorção das duas estruturas anteriores (Merzendorfer and Zimoch, 
2003; Campana-Filho et al., 2007). 
 
 
1.3 Biossíntese da quitina 
A formação da quitina e posterior deposição são dois processos bioquímicos 
altamente complexos que têm início no meio intracelular. Terminando com a inclusão da 
quitina em estruturas externas como os exoesqueletos e membranas peritróficas, nos 
artrópodes e paredes celulares, no caso dos fungos (Cohen, 2001). 
A síntese de quitina é catalisada pela enzima sintetase da quitina (UDP-N-acetil-D-
glucosamina: quitina 4β-N-acetil-glucasaminiltransferase; EC 2.4.1.16), enzima 
conservada encontrada em todos os organismos produtores de quitina e que desempenha 
um papel crucial no crescimento e desenvolvimento fúngico (Cohen, 2001; Merzendorfer 
and Zimoch, 2003; Merzendorfer, 2006). 
O mecanismo catalítico, assim como a regulação da enzima, ainda são pouco 
conhecidos (Merzendorfer and Zimoch., 2003).  
Os genes da sintetase da quitina (CHS) foram inicialmente isolados e sequenciados 
em leveduras e fungos filamentosos (Cohen, 2001).  
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Figura 3. Eventos associados à formação e deposição da quitina. (?) = Mecanismo 
desconhecido (adaptado de Cohen, 2001). 
 
A síntese da quitina é altamente compartimentalizada. A enzima sintetase da quitina 
ocorre na forma de zimógeno (estudos enzimáticos em leveduras e fungos filamentosos 
demonstram que a maioria das CHS’s têm uma actividade latente, sendo necessária uma 
prévia activação proteolítica (Bowen et al., 1992), e encontra-se distribuída em regiões 
específicas da superfície celular, os quitossomas (vesículas especializadas) (Cohen, 2001). 
A montagem macromolecular inicia-se fora do citoplasma, onde a enzima protease actua 
na superfície celular activando o zimógeno. Desta forma, a UDP-N-acetilglucosamina é 
produzida a partir da glicose, e a sintetase da quitina catalisa a transferência de N-
acetilglucosamina para a polimerização da cadeia formando a quitina (Fig. 3) (Cohen, 
2001; Merzendorfer, 2006). 
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1.4 Sintetase da quitina 
Cada sintetase da quitina (CHS) está integrada na membrana plasmática através de 
múltiplas hélices trans-membranares (Fig. 4). 
 
Figura 4. Organização das subunidades de sintetase da quitina classe II (adaptado de 
www.mpibp-frankfurt.mpg.de/terwisscha/).  
 
A enzima consiste numa cadeia polipeptídica que possui um domínio N-terminal, 
cuja função é desconhecida, um domínio catalítico central e um domínio C-terminal (Banks 
et al., 2005). 
 Através de um processo desconhecido, as cadeias individuais de quitina são 
expulsas através da membrana plasmática de forma a tornarem-se um componente 
extracelular da parede celular ou septo (Banks et al., 2005). 
Estudos genéticos têm identificado vários genes de CHS. Com base na sequência de 
aminoácidos deduzidas, as sintetases da quitina foram classificadas em sete classes (I a 
VII) (Mio et al., 1996; Martín-Urdíroz et al., 2008; Riquelme and Bartnicki-García, 2008), 
e essas sequências de aminoácidos têm sido utilizadas para construir filogenias (Alves, 
2001). As filogenias de fungos baseadas em sintetases da quitina de classe I e II estão 
geralmente, de acordo com as filogenias baseadas em caracteres morfológicos e 
comparações de rRNA’S (Alves, 2001). 
Cada espécie de fungos contém um número diferente de CHS’s pertencentes a 
diferentes divisões e classes (Martín-Urdíroz et al., 2008). 
  Os genes de CHS codificam proteínas membranares com quatro a sete domínios. 
Todas as CHS’s fúngicas contêm um subdomínio catalítico conservado (pfam03142) e um 
pentapéptido (Q (R/G) RRW) (Riquelme and Bartnicki-García, 2008). 
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 A CHS fúngica possui duas regiões conservadas QXXEY e L(A/G)EDRXL 
(Riquelme and Bartnicki-García, 2008). 
 As várias classes de CHS’s têm sido agrupadas em divisões. As sintetases da 
quitina classe I, II e III pertencem à divisão 1, caracterizada por conter uma região C-
terminal hidrofóbica e um sub-domínio catalítico pfam01644 rodeado pela região N-
terminal hidrofílica (Riquelme and Bartnicki-García, 2008).  
 As sintetases da quitina classes IV, V e VII pertencem à divisão 2, cujo domínio 
catalítico é precedido por um domínio citocromo b5 (pfam 00173). As classes V e VII 
ainda apresentam um domínio motor de miosina próximo do N-terminal (Riquelme and 
Bartnicki-García, 2008). 
 Recentemente, foi identificada a sintetase da quitina classe VI, sintetase essa que 
anteriormente tinha sido associada à classe VII. Devido às suas características não pôde ser 
inserida nas divisões 1 ou 2, logo, e de acordo com alguns autores, foi incluída numa nova 
divisão 3 (Riquelme and Bartnicki-García, 2008).   
 Relativamente à divisão 1, as CHS’s apresentam um domínio N-terminal que, se 
encontra no espaço extracelular e um pequeno domínio C-terminal no citoplasma. Na 
divisão 2 as CHS’s apresentam uma região N-terminal extensa e um pequeno domínio C-
terminal (espaço extracelular). Quanto à divisão 3, as sintetases da quitina caracterizam-se 
por possuírem um domínio N-terminal muito pequeno e o C-terminal muito longo (espaço 
extracelular) (Riquelme and Bartnicki-García, 2008).   
O processo de síntese da quitina em leveduras é o mais bem estudado até hoje (Shaw 
et al., 1991).  
O papel específico da cada CHS em diversos fungos tem sido estudado com recurso 
a análises genéticas e bioquímicas. Saccharomyces cerevisiae apresenta três genes que 
codificam três sintetases da quitina, I, II e III (Hintz, 1999; Banks et al., 2005). 
A CHS classe I foi a primeira enzima a ser descoberta e caracterizada. Segundo 
alguns estudos, esta enzima não é necessária para a formação do septo, todavia, evidências 
recentes indicam que a CHS classe I apresenta uma função reparadora da parede celular 
durante o processo de divisão celular (Shaw et al., 1991;Banks et al., 2005). Quanto à 
enzima da classe II foi identificada e sequenciada posteriormente, sendo essencial na 
formação do septo primário (Shaw et al., 1991). Relativamente à sintetase da quitina classe 
III, esta é responsável pela síntese de aproximadamente 80-90% da quitina total celular. 
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Estudos demonstram que ao danificar-se o gene que codifica CHS classe III ocorre uma 
diminuição drástica dos níveis de quitina, assim como da taxa de crescimento, 
acompanhada do aparecimento de defeitos na integridade da célula (Bowman and Free, 
2006). Mais recentemente, Kollar et al. demonstraram que esta enzima também é essencial 
na formação da ligação entre a quitina e β-1,3-glucano (Mio et al., 1996).   
A delecção simultânea nos três genes resulta num fenótipo letal, o que demonstra que 
a quitina é um componente indispensável da parede celular da S. cerevisiae (Bowman and 
Free, 2006).  
 
 
1.5 Inibição do metabolismo da quitina 
 Devido à integridade estrutural oferecida pela quitina às células fúngicas, a síntese 
da quitina tem sido considerada um excelente processo para o desenvolvimento de drogas 
antifúngicas (Hintz, 1999; Merzendorfer, 2006). 
Os agentes antifúngicos são classificados de acordo com o tipo de acção que exercem 
sobre as células dos fungos. Nas classes mais comummente utilizadas encontram-se os 
polioxinas, as nicomicinas e os seus derivados sintéticos. As nicomicinas e polioxinas são 
análogos ao substrato de sintetase da quitina, UDP-N-acetilglucosamina, logo são 
inibidores por competição, contudo as polioxinas e nicomicinas são usadas em conjunto 
com outros agentes antifúngicos em esquemas de tratamento (Andriole, 1999; Cohen, 
2001; Merzendorfer, 2006). 
 
 
1.6 Objectivos do estudo 
 Este trabalho apresenta como objectivo principal a clonagem e caracterização de 
genes de sintetase da quitina presentes em Botryosphaeria dothidea e B. corticis, assim 
como a análise dos genes obtidos e posterior comparação com genes já estudados e 
depositados na base de dados Genbank. Pretendeu-se também avaliar a potencial utilização 
das sequências de CHS’s de Botryosphaeria spp. como marcadores filogenéticos. 
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 2. Material e Métodos 
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2.1 Estirpes 
Neste estudo foram utilizadas duas estirpes pertencentes a duas espécies do género 
Botryosphaeria, CBS115476 (Botryosphaeria dothidea) e CBS119047 (Botryosphaeria 
corticis). 
Uma estirpe adicional foi utilizada como hospedeiro em técnicas de DNA 
recombinate: E. coli (F’{lacI q Tn10 (Tet R)} mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) F 80lacZ M15 
lac 74 recA1 araD139 (ara-leu) 7697 galU galK rpsL (Str R) endA1 nupG), TOP 10F’ 
One Shot® Competent Cells da Invitrogen. 
Como vector de clonagem foi utilizado o plasmídeo pCR® 2.1, vector de E. coli, 
ApR, KnR, pUC ori, F1 ori, promotor lac, fragmento lacZα, T7 (promotor e “priming 
sites”), “priming sites” M13 “Forward” (-20 e -40) e M13 “Reverse”, igualmente da 
Invitrogen. 
 
 
2.2 Conservação dos microorganismos 
 As estirpes de E. coli foram semeadas em placas de LA, contendo ampicilina, X-
Gal e IPTG, incubadas a 37ºC durante 24 horas e posteriormente conservadas a 4ºC. 
 O meio LA é composto por 10 g de triptona, 5 g de extracto de levedura, 10 g de 
NaCl e suplementado com 1,5 % de bacto-agar, isto para volumes de 1 litro. 
 
2.2.1 Aditivos para meios de cultura 
 Antibióticos  
- Ampicilina (EuroBio): solução “stock” preparada a 100 mg/ml, em água; 
esterilizada por filtração e armazenada a -20ºC. Usada a 100 µg/ml para selecção de 
transformantes de E. coli. 
 
 Indicadores de complementação pelo gene lacZ 
- X-Gal (Fermentas): solução “stock” preparada a 40 mg/ml em dimetilformamida, 
usada a 80 µg/ml. Armazenada a -20ºC, protegendo da luz. 
- IPTG (Fermentas): solução “stock” preparada a 100 mM em água; esterilizada por 
filtração e usada a 0,2 mM. Armazenada a -20ºC. 
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2.3 Extracção de DNA 
 O protocolo de extracção de DNA das culturas fúngicas foi efectuada de acordo 
com o método de Möller et al. (1992), descrito em seguida: 
 
1. Transferir uma porção de micélio para um microtubo de 2 ml e adicionar 500 µl de 
TES. 
2. Misturar, ferver durante 3 min. e colocar em gelo durante 10 min. 
3. Adicionar 10 µl de Proteinase K (20 mg/ml). 
4. Incubar a 65ºC durante 30 min. (misturar ocasionalmente). 
5. Adicionar 140 µl de NaCl 5M e 65 µl de CTAB 10%. 
6. Incubar a 65ºC durante 30 min. (misturar ocasionalmente). 
7. Adicionar 1 ml de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e misturar suavemente por 
inversão durante 1 min. 
8. Incubar durante 30 min. em gelo. 
9. Centrifugar durante 10 min. a 12000 rpm e 4ºC. 
10. Transferir o sobrenadante para um microtubo de 1,5 ml. 
11. Adicionar 225 µl de NH4OAc 5M e misturar suavemente. 
12. Incubar durante 30 min. em gelo. 
13. Centrifugar durante 10 min. a 12000 rpm e 4ºC. 
14. Transferir o sobrenadante para um microtubo de 1,5 ml. 
15. Adicional 0,55 volumes de isopropanol frio (-20ºC) e misturar suavemente. 
16. Incubar durante 30 min. em gelo. 
17. Centrifugar durante 10 min. a 12000 rpm e 4ºC. 
18. Descartar o sobrenadante. 
19. Lavar o pellet com etanol 70%. 
20. Descartar o sobrenadante. 
21. Centrifugar durante 10 min. a 12000 rpm e 4ºC. 
22. Secar o pellet na bancada. 
23. Dissolver em TE (30-100 µl) e armazenar a -20ºC. 
 
 
 
Clonagem e caracterização de genes de sintetase da quitina em Botryosphaeria spp. 
 
 13 
2.4 Amplificação por PCR  
 A amplificação por PCR de um fragmento do gene que codifica para a sintetase da 
quitina foi realizada utilizando o seguinte conjunto de “primers”, descritos por Bowen et 
al. (1992): 
CS1 5’-(AC (AGCT) ATGTA (CT) AA (CT) GA (AG) GA (CT))-3’ 
CS2 5’-(CA (AG) AA (CT) TT (CT) GA (AG) TA (CT) AA (AG))-3’ 
 
1. Preparação da reacção de amplificação do gene da sintetase da quitina (adaptado de 
Bowen et al., 1992); 
 
 
 
 
2. Procedeu-se à amplificação por PCR, de acordo com o seguinte programa de 
amplificação: desnaturação inicial de 5 min. a 95ºC, seguida de 30 ciclos 
(desnaturação a 94 ºC, 1 min.; “annealing” a 50ºC, 1 min.; extensão a 72ºC , 3 
min.) e uma extensão final de 10 min. a 72ºC. No final mantiveram-se os tubos a 
15ºC. 
3. Observou-se uma alíquota de cada reacção de PCR num gel de agarose a 1,5% em 
TAE 1x.  
 
 
 
 
 
Reacção (50µl) Volume (µl) Concentração final 
H2O 
Tampão PCR 10x sem MgCl2 
Tampão PCR 10x com (NH4)2SO4 
MgCl2 25mM 
dNTP’s 2mM 
Primer CS1 100pmol/µl 
Primer CS2 100pmol/µl 
DNA molde 
Taq Polimerase 1U/µl 
Variável 
2,5 
2,5 
6 
5 
0,5 
0,5 
1 
1 
------- 
0,5x 
0,5x 
3 mM 
200 µM 
0,3 µM 
0,3 µM 
50-100 ng 
1U 
Clonagem e caracterização de genes de sintetase da quitina em Botryosphaeria spp. 
 
 14 
2.5 Clonagem 
Os produtos de amplificação obtidos por PCR foram clonados, utilizando o kit 
Original TA Cloning® Kit (Invitrogen). Os fragmentos obtidos por PCR foram inseridos no 
plasmídeo pCR® 2.1 (Invitrogen), que por sua vez foi introduzido em células de E. coli 
TOP 10’F One Shot® Competent Cells (Invitrogen). A figura 5 apresenta o mapa do vector 
pCR® 2.1. que contém uma região com múltiplos locais de restrição, genes de resistência a 
antibióticos (selecção de transformantes que adquiriram o plasmídeo) e um gene lacZ, cuja 
sequência é interrompida pela presença de um inserto, passando o gene a ser não-
funcional, dado que o gene que produz a enzima beta-galactosidase é inactivado. 
 
 
Figura 5. Mapa do vector de E. coli pCR® 2.1, para clonagem de fragmentos de DNA 
obtidos por PCR. 
 
 Com a utilização deste kit elimina-se a necessidade de modificações enzimáticas do 
produto de PCR, o uso de “primers” contendo locais de restrição, assim como a 
necessidade de purificação dos produtos PCR. 
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A Taq polimerase, possui uma actividade independente do DNA molde, que adiciona 
um único resíduo de deoxiadenosina (A) aos extremos 3’ dos produtos de PCR. 
 O vector linearizado fornecido com este kit, possui um único resíduo de 
deoxitimidina (T) nos seus extremos 3’, permitindo que os fragmentos de PCR liguem 
eficientemente ao vector. 
 
2.5.1 Ligação de fragmentos de DNA 
 A ligase do fago T4 usou-se para unir covalentemente os fragmentos de DNA 
obtidos por PCR. Esta enzima catalisa as ligações fosfodiester entre os extremos 3’-OH e 
5’-P do DNA, requerendo Mg2+ e ATP como cofactores. Para uma eficiência de ligação 
óptima é conveniente utilizar produtos de PCR com menos de 1 dia. De igual modo, não é 
aconselhável o armazenamento dos produtos de PCR a -20ºC. O procedimento de ligação 
foi realizado de acordo com as indicações do fornecedor. 
 
1. Preparação da reacção de ligação de fragmentos de DNA; 
 
 
 
 
 
 
                         
2. Incubou-se a reacção a 14ºC overnight; 
3. Armazenou-se a reacção de ligação a -20ºC. 
 
2.5.2 Transformação de células competentes de E. coli 
A transformação é o tipo mais simples de transferência de genes: uma célula 
receptora adquire genes de moléculas de DNA solúveis no meio, sendo este o 
procedimento usado em laboratório para transferir o produto de uma reacção de ligação 
para E. coli. O processo de transformação, embora ocorrendo nos ambientes naturais, é 
optimizado no laboratório com a preparação prévia das células: a cultura de E. coli a 
Reacção (50µl) Volume (µl) 
H2O estéril 
Produto PCR 
Tampão de ligação 10x 
pCR® 2.1 vector (25ng/ µl) 
T4 DNA Ligase (4.0 unidades Weiss) 
5 
1 
1 
2 
1 
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utilizar é tratada de forma a ser tornada “competente”, tornando-se mais eficiente na 
aquisição de DNA exógeno. 
Essa transformação foi realizada de acordo com o método descrito em seguida: 
 
1. Centrifugar brevemente os tubos contendo as reacções de ligação e colocá-los em 
gelo. 
2. Descongelar uma alíquota de 50 µl de células competentes One Shot®, mantendo o 
tubo em gelo. 
3. Pipetar 2 µl da reacção para o tubo contendo as células competentes e misturar 
suavemente com a ponta da micropipeta.  
4. Manter em gelo 30 min., e armazenar a restante reacção de ligação a -20ºC. 
5. Aplicar um choque térmico durante exactamente 30 seg., num banho a 42ºC. Não 
mexer nem agitar. Retirar os tubos do banho e colocar em gelo. 
6. Adicionar 250 µl de meio SOC (à temperatura ambiente). 
7. Incubar num agitador a 37ºC durante 1 h, e a 225 rpm. Manter os tubos na 
horizontal. 
8. Semear alíquotas de 10-50 µl em placas de LA+Ap contendo IPTG e X-Gal. É 
conveniente semear diferentes volumes para garantir a obtenção de colónias 
isoladas. 
9. Incubar as placas a 37ºC, durante pelo menos 18 h. Após a incubação colocá-las a 
4ºC durante 2-3 h, para um desenvolvimento apropriado da cor.  
 
Os transformantes cuja marca de selecção é a resistência ao antibiótico ampicilina 
foram seleccionados em placas contendo meio LA com Ap, X-Gal e IPTG, pois as células 
não transformadas não tiveram oportunidade de formar colónias. Os transformantes cuja 
marca de selecção é o gene lacZ também foram seleccionados; os que revelaram interesse 
foram escolhidos aleatoriamente pela cor branca.  
Posteriormente foram repicados e mantidos em placas idênticas às de selecção.  
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2.6 Amplificação dos clones por PCR 
Amplificação por PCR de clones (amostra CBS115476 e amostra CBS119047), 
utilizando um conjunto de “primers”, M13 (5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’) e T7 
(5’-CCC TAT AGT GAG TCG TAT TA-3’).  
Para a obtenção de DNA desses clones adicionou-se uma porção de células a 10µl de 
água destilada e submeteram-se a um banho a 100 ºC durante 3 min. 
 
1. Preparação da reacção de amplificação dos clones. 
 
2. Procedeu-se à amplificação por PCR, de acordo com o seguinte programa de 
amplificação: desnaturação inicial de 5 min. A 95ºC, seguida de 30 ciclos 
(desnaturação a 94 ºC, 1 min.; “annealing” a 50ºC, 1 min.; extensão a 72ºC , 3 
min.) e uma extensão final de 10 min. A 72ºC. 
3. Observou-se, num transiluminador, uma alíquota de cada reacção de PCR num gel 
de agarose a 1 % em TAE 1x (corado com brometo de etídeo (EtBr) a 5 µg/ml, em 
tampão de electroforese).  
4. Por comparação com a migração de padrões de peso molecular conhecido, 
procedeu-se à selecção dos clones cujo perfil electroforético revelam a presença de 
um fragmento de gene de sintetase da quitina (aproximadamente 800 pb). 
 
 
 
Reacção (50µl) Volume (µl) Concentração final 
H2O 
Tampão PCR 10x sem MgCl2 
Tampão PCR 10x com (NH4)2SO4 
MgCl2 25mM 
dNTP’s 2mM 
Primer M13 10pmol/µl 
Primer T7 10pmol/µl 
DNA molde 
Taq Polimerase 1U/µl  
Variável 
2,5 
2,5 
6 
5 
1,5 
1,5 
5 
1 
------- 
0,5x 
0,5x 
3 mM 
200 µM 
0,3  µM 
0.3  µM 
50-100 ng 
1U 
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2.7 Digestão de DNA com endonucleases de restrição 
As digestões foram realizadas, com auxílio da enzima HaeIII (Pharmacia Biotech), 
em volumes de 10 µl, de acordo com o esquema seguinte: 
 
1. Preparação da reacção de digestão com endonuclease de restrição HaeIII. 
 
 
 
 
 
 
2. Incubou-se a reacção a 37ºC overnight. 
3. Observou-se uma alíquota de cada reacção num gel de agarose a 2% em TAE 1x. 
 
 
2.8 Determinação da sequência nucleotídica 
 A obtenção de DNA molde de boa qualidade para sequenciação passou por um 
processo de purificação que eliminou sais ou outras moléculas que poderiam inibir a 
actividade da DNA polimerase e pequenos fragmentos de ácidos nucleicos que poderiam 
funcionar como “primers” indesejáveis. 
Os produtos amplificados por PCR destinados a sequenciação foram purificados com 
o kit JETQUICK PCR Purification Spin Kit (Genomed) seguindo o protocolo do 
fabricante, obtendo-se no final o DNA purificado. 
A determinação da sequência nucleotídica dos fragmentos clonados foi realizada 
pelo laboratório STABVida Lda.  
 
 
2.9 Análise computacional 
As sequências de nucleótidos foram analisadas com os programas BLAST (pesquisa 
de similaridade de sequências), ClustalW2 (alinhamento de sequências), ExPASy (tradução 
de nucleótidos para aminoácidos), NetAspGene (procura de intrões) acessíveis em 
Reacção (10µl) Volume (µl) 
H2O estéril 
Tampão enzima 10x 
DNA a digerir 
Enzima HaeIII 
3.9 
1 
5 
0,1 
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http://wwwncbi.nlm.nih.gov/blast, http://www.ebi.ac.uk/services/, http://www.expasy.ch/ e 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetAspGene/, respectivamente. 
Relativamente à análise filogenética usou-se o programa Clustal X (alinhamento de 
sequências) e PAUP v. 4.0b10 (Swofford, 2003) (análises filogenéticas) e o programa 
TREEVIEW (visualização e arranjo gráfico das árvores filogenéticas). 
 
 
2.10 Marcação e Hibridação 
2.10.1 Marcação por PCR 
Para a marcação das sondas usaram-se como molde 3 clones já sequenciados, cada 
um pertencente a uma classe de sintetase da quitina (I, II e III). A marcação de sondas de 
DNA foi feita usando o sistema DIG de marcação e detecção não-radioactiva de ácidos 
nucleicos (Roche), como indica a figura 6. 
 
 
Figura 6. Esquema de hibridação com sondas não radioactivas (adaptado de 
http://www.ufv.br/dfp/virologia/FIP704_teor_files/Semanas_7_e_8_Diagnose_molecular_
de_fitopatogenos.pdf). 
 
Durante as reacções de PCR a enzima Taq DNA polimerase tem a capacidade de 
incorporar DIG-dUTP nas novas cadeias que são sintetizadas. As sondas resultantes são 
extremamente sensíveis e o rendimento da reacção de marcação é bastante elevado. Após a 
reacção de amplificação, apenas uma banda deve ser visível em gel de agarose após 
coloração com EtBr, pois mesmo quantidades mínimas de produtos secundários podem 
afectar a especificidade da hibridação. Este método de marcação não-radioactiva apresenta 
várias vantagens: a tecnologia é segura; as sondas podem ser guardadas pelo menos um 
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ano (sondas de DNA devem ser guardadas a -20ºC e sondas de RNA a -70ºC), sem perda 
de actividade; e as soluções de hibridação podem ser reutilizadas várias vezes. 
Os produtos das reacções de amplificação foram visualizados em gel de agarose a 
1,5%, previamente corado com EtBr.  
As reacções foram realizadas em volumes de 50 µl, de acordo com o esquema 
seguinte: 
 
As reacções de marcação por PCR são equivalentes às reacções de amplificação 
normais, com a substituição dos dNTP’s pela mistura PCR DIG Labeling Mix da Roche 
(2mM dATP, 2 mM dGTP, 2mM dCTP, 1,9 mM dTTP e 0,1mM DIG-11-dUTP). 
 
2.10.2 Digestão de DNA genómico com endonucleases de restrição 
Os fragmentos de DNA digeridos pertencem a 4 estirpes de Botryosphaeria: 
Botryosphaeria dothidea (CBS113191 e CBS115476) e Botryosphaeria corticis 
(CBS119047, CBS119048). As digestões foram realizadas, com auxílio da enzima HindIII 
(Pharmacia Biotech), em volumes de 30 µl, de acordo com o esquema seguinte: 
 
 
 
 
 
Reacção (50µl) Volume (µl) Concentração Final 
H2O 
10x PCR buffer sem MgCl2 
10x PCR buffer com (NH4)2SO4 
MgCl2 25mM 
PCR DIG Labeling Mix 
Primer CS1 10pmol/µl 
Primer CS2 10pmol/µl 
DNA molde 
Taq polimerase 1U/ µl 
Variável 
5 
5 
6 
5 
1 
1 
1 
0,2 
------- 
0,5x 
0,5x 
3 mM 
200 µM 
0,3  µM 
0,3  µM 
50-100 ng 
1U 
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1. Preparação da reacção de digestão com endonuclease de restrição HindIII. 
 
 
 
 
 
 
2. Incubou-se a reacção a 37ºC overnight. 
3. Observou-se uma alíquota de cada reacção num gel de agarose a 0,8 % em TAE 1x. 
 
2.10.3 Transferência para membrana de nylon 
Os fragmentos de DNA digeridos das 4 estirpes de Botryosphaeria foram transferidos 
para uma membrana de nylon empregando o método de Vacuum-Bloting 
(VacuGeneTMXL, Pharmacia Biotech), como se descreve de seguida: 
 
1. Colocar o gel em solução despurinizante durante 10 min. com agitação suave. 
Solução despurinizante: HCl 0,25 N 
2. Remover a solução anterior e adicionar solução desnaturalizante, manter com agitação 
suave durante 45min. 
Solução desnaturalizante: NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M 
3. Remover a solução anterior e adicionar solução neutralizante, manter com agitação 
suave durante 30 min. 
Solução neutralizante: NaCl 1,5 M; Tris-HCl 1 M; EDTA 1 mM (pH 7,2-7,5) 
4. Cortar uma membrana de nylon (GE Healthcare) com dimensões ligeiramente superiores 
às do gel. 
5. Humedecer a membrana em água. 
6. Colocar a membrana na unidade de transferência e efectuar a montagem de acordo com 
as instruções do fabricante do sistema. 
7. Começando num extremo, colocar suavemente o gel sobre a membrana, evitando a 
formação de bolhas de ar entre o gel e a membrana. 
8. Verter sobre o gel a solução de transferência (SSC 20x) e ligar o aparelho; deixar que 
estabilize a 50 mbar; manter 60 min. 
Reacção (10µl) Volume (µl) 
H2O estéril 
Tampão enzima 10x 
DNA a digerir 
Enzima HindIII 
10 
3 
10 
2 
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SSC 20x: NaCl 3 M; Citrato de sódio 0,3 M (pH 7,0) 
9. Retirar todo o líquido, remover o gel e retirar a membrana. Lavar a membrana em SSC 
2x. 
10. Secar e fixar o DNA por UV durante 5 min. 
 
2.10.4 Hibridação 
 As membranas foram introduzidas em tubos de vidro fechados com tampa. A 
temperatura de hibridação foi decidida de acordo com a percentagem de bases idênticas 
esperada entre o DNA sonda e o DNA alvo. Para o caso de sondas em que 100 % das bases 
seriam idênticas, a temperatura de hibridação é de 65ºC na ausência de formamida e de 
45ºC na presença de formamida (Casey & Davidson, 1977). 
 A pré-hibridação prepara a membrana para a ligação da sonda, bloqueando os locais 
inespecíficos de ligação de ácidos nucleicos, permitindo assim a redução do “background” 
na mesma. As lavagens com as soluções I e II removem toda a sonda não ligada, 
permitindo de igual modo reduzir o “background” na membrana.  
A hibridação decorreu do modo descrito em seguida: 
 
1. Introduzir a membrana num frasco de vidro fechado com tampa, e adicionar solução de 
pré-hibridação (20 ml por cada 100 cm2 de membrana). 
Solução de pré-hibridação: SSC 5x; solução bloqueadora 1 %; Sarcosil 0,1 %; 
SDS 0,02 % 
2. Pré-hibridar à temperatura de hibridação durante 2 h. Períodos de tempo superiores são 
aceitáveis. 
3. Desnaturar a sonda (no caso de dsDNA, para ssDNA e RNA não é necessário), num 
banho de água a ferver durante 10 min. e arrefecer rapidamente em gelo. 
4. Diluir a sonda em solução de hibridação. Preparar pelo menos 3,5 ml de solução de 
hibridação para uma membrana de 10 x 10 cm. 
Solução de hibridação: SSC 5x; solução bloqueadora 1 %;Sarcosil 0,1 %; SDS 
0,02 % 
5. Descartar a solução de pré-hibridação e adicionar a solução de hibridação contendo a 
sonda marcada. Hibridar overnight (aprox. 16 h) à temperatura de hibridação. 
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6. Após a hibridação, verter a solução para um tubo e armazenar (sonda de DNA a -20ºC e 
de RNA a -70ºC). Para reutilizar, descongelar a solução e desnaturar a 95ºC durante 10 
min. No caso de a solução conter 50% de formamida, desnaturar a 68ºC durante 10 min. 
7. Lavar a membrana em solução I, duas vezes, durante 5 min. à temperatura ambiente. 
Solução I: SSC 2x; SDS 0,1% 
8. Lavar a membrana em solução II, duas vezes, durante 15 min. à temperatura de 
hibridação. 
Solução II: SSC 0,5x; SDS 0,1% 
 
2.10.5 Detecção colorimétrica com NBT e BCIP 
 A formação de híbridos entre as sondas e o DNA alvo foi revelada por 
imunodetecção com anti-digoxigenina conjugada com a fosfatase alcalina (anti-DIG-AP) e, 
posteriormente visualizadas, com substratos colorimétricos NBT/BCIP (Roche). Todo o 
procedimento de lavagem das membranas e detecção é realizado à temperatura ambiente. 
As membranas de nylon podem ser reutilizadas, sendo para isso sujeitas a procedimentos 
específicos para eliminação da cor e também da sonda. 
 A detecção decorreu do modo descrito de seguida: 
 
1. Após a hibridação e lavagens pós-hibridação, equilibrar a membrana em tampão de 
ácido maleico durante 1-5 min. 
Tampão de ácido maleico: ácido maleico 0,1 M; NaCl 0,15 M (pH 7,5) 
2. Lavar a membrana em solução bloqueadora, diluída 1:10 em tampão de ácido maleico, 
durante 30 min., agitando suavemente. 
3. Diluir Anti-Digoxigenina-AP Conjugate (1:5000) em solução bloqueadora 1:10 em 
tampão ácido maleico. 
4. Incubar a membrana na solução anterior durante 30 min., com agitação suave. 
5. Descartar a solução de anticorpos. Lavar a membrana duas vezes, durante 15 min., em 
tampão de ácido maleico. 
6. Preparar solução corante (200 ml de solução “stock” de NBT/BCIP para 10 ml de 
tampão de detecção). 
Tampão de detecção: Tris-HCl 0,1 M; NaCl 0,1 M; MgCl2 50 mM 
7. Equilibrar a membrana em tampão de detecção durante de 2-5 min. 
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8. Incubar a membrana em solução corante, no escuro, e sem agitação. 
9. Parar a reacção lavando a membrana com H2O ou TE. 
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3. Resultados 
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3.1 Amplificação por PCR 
O DNA genómico extraído de B. dothidea CBS115476 e B. corticis CBS119047 foi 
submetido a uma amplificação, pela técnica de PCR, com o objectivo de amplificar um 
fragmento do gene que codifica para a sintetase da quitina, utilizado um conjunto de 
“primers” descritos por Bowen et al (1992). 
A análise do gel de agarose dos produtos de amplificação revelou a presença de uma 
banda distinta de cerca de 600 pb (Fig. 7). 
  
 
Figura 7. Produto de amplificação por PCR de um fragmento que codifica para a sintetase 
da quitina, após electroforese em gel de agarose a 1,5%. M – Marcador Gene RulerTM 
100pb DNA Ladder, 1 – Fragmento do gene que codifica para sintetase da quitina. 
 
 
3.2 Clonagem, transformação  
Os fragmentos de genes obtidos por amplificação por PCR foram clonados no vector 
pCR® 2.1. Após a transformação em E. coli obtiveram-se clones recombinantes que foram 
semeados em placas contendo meio LA com ampicilina, X-Gal e IPTG (Fig. 8).  
A diferenciação entre as colónias contendo plasmídeo com inserto das que contêm 
plasmídeo sem inserto foi feita pela cor, branca e azul, respectivamente. 
 
500pb 
100pb 
        M             1 
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Figura 8. Colónias brancas e azuis resultantes do crescimento em meio selectivo de E. coli 
transformada com um vector com selecção pelo LacZ (adaptado de Alves et al., 2003).  
 
As colónias de cor branca foram seleccionadas aleatoriamente e repicadas para placas 
idênticas às de selecção. Cada colónia foi numerada, de 1 a 32. 
 
 
3.3 Amplificação dos clones por PCR 
Com o objectivo de identificar a presença do inserto no plasmídeo, 40 clones de 
E.coli crescidos em meio selectivo (20 clones de cada amostra) foram submetidos a uma 
PCR usando “primers” homólogos às sequências do vector (M13 reverse e T7 promoter), 
próximas ao local de clonagem. A PCR dos clones gerou um fragmento de 
aproximadamente 800 pb em dezasseis dos vinte clones de CBS115476 e em treze dos 
vinte clones da amostra CBS119047, em que 600 pb correspondem ao fragmento do gene 
CHS e os restantes a resíduos do vector.  
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              M    1    4     5     9   17  22   23   28   29   30                     M    2    3    6   10   11   21  24   27  31  32 
                          
Figura 9. Electroforese em gel de agarose a 1% da amplificação por PCR de 20 clones da 
amostra CBS115476, usando os “primers” T7 “promoter” e M13 “reverse primer” do 
vector pCR® 2.1. 
 
             M    5   10   11  16   17  19  22  23  24  28                         M    1    2   18   20  25  26   27  29  30  31 
                             
Figura 10. Electroforese em gel de agarose a 1% da amplificação por PCR de 20 clones da 
amostra CBS119047, usando os “primers” T7 “promoter” e M13 “reverse primer” do 
vector pCR® 2.1. 
 
 
3.4 Digestão de DNA com endonucleases de restrição 
Após a análise dos resultados anteriores, procedeu-se à selecção dos clones cujo 
perfil electroforético revelou a presença do fragmento de gene que codifica para a sintetase 
da quitina (aproximadamente 800 pb). 
        800pb  
800pb 
800pb 
800pb 
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A fim de identificar clones idênticos, o fragmento de cada clone obtido da 
amplificação anterior foi digerido com a enzima de restrição HaeIII. Clones com perfis de 
restrição diferentes foram seleccionados e sequenciados. 
             
 
   
 
 
 
Figura 11. Produto da reacção de digestão de 29 clones com a enzima HaeIII, seguido de 
electroforese em gel de agarose a 2%. A verde, os clones pertencentes à amostra 
CBS115476 e a vermelho, os clones pertencentes à amostra CBS119047.                             
   M    2     6     10   11    31   27    32           2    18   20   30    31   27    29   25    26 
100pb 
    500pb 
  1000pb 
     100pb 
     500pb 
     1000pb 
 M     29       1       4        5      17      30    23     28       9       10     11     17      5 
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3.5 Análise das sequências nucleotídicas e de aminoácidos 
Após a análise da figura 9 foram seleccionados, para sequenciação, os clones 1, 4, 6, 
9, 17, 27, 28, 29, 30, 31 e 32 pertencentes à amostra CBS115476 e 2, 5, 10, 18, 25 e 30 da 
amostra CBS119047. 
Utilizando “software” disponível na Internet, ExPASy e NetAspGene, foi deduzida a 
sequência de a.a. dos fragmentos sequenciados (Fig. 12) e determinou-se a presença de 
intrões, respectivamente. De igual modo, foi realizada uma pesquisa, utilizando o 
programa BLAST, disponível na Internet, tendo-se verificado que os fragmentos 
sequenciados apresentam uma elevada percentagem de identidade com sequências de 
genes de sintetase da quitina de diversos fungos, já conhecidas e depositadas em bases de 
dados. 
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B. dothidea 
Clone 1     aaggttctgacggccagaacgcttcacggtgttatgcagaacatccgcgatattgtcaac 
 K  V  L  T  A  R  T  L  H  G  V  M  Q  N  I  R  D  I  V  N  
ctgaagaagtccgagttctggaacaagggtggtccggcctggcaaaagattgtcgtgtgc 
 L  K  K  S  E  F  W  N  K  G  G  P  A  W  Q  K  I  V  V  C  
ttggtcttcgacggtatcgacccctgcgacaagggcacgctcgacgtcctcgccaccatt 
 L  V  F  D  G  I  D  P  C  D  K  G  T  L  D  V  L  A  T  I  
ggtatctaccaggacggtgtcatgaagagggatatcgacggcaaggagacgactgcgcac 
 G  I  Y  Q  D  G  V  M  K  R  D  I  D  G  K  E  T  T  A  H  
attttcgaatacacgacccagctgtctgttacccccaaccagcagctgatccgcccgcac 
 I  F  E  Y  T  T  Q  L  S  V  T  P  N  Q  Q  L  I  R  P  H  
gatgacagctccagcaccctgcccccggtgcagatgatgtactgtctgaagcagaagaac 
 D  D  S  S  S  T  L  P  P  V  Q  M  M  Y  C  L  K  Q  K  N  
accaagaagatcaactctcaccgttggctctttactgctttcggcagaatcctcaaccct 
 T  K  K  I  N  S  H  R  W  L  F  T  A  F  G  R  I  L  N  P  
gaagttgttattctgattgatgccggtaccaagcccggccccaagtccctgctcgcgctt 
 E  V  V  I  L  I  D  A  G  T  K  P  G  P  K  S  L  L  A  L  
tgggaggctttctacaacgacaaggatctcggtggtgcctgtggtgaaattcacgccatg 
 W  E  A  F  Y  N  D  K  D  L  G  G  A  C  G  E  I  H  A  M  
ttgggcaagggctggaagaacctcgtcaaccccctcatcgccgct 
 L  G  K  G  W  K  N  L  V  N  P  L  I  A  A 
 
Clone 4      aaggttctgacggccagaacgcttcacggtgttatgcagaacatccgcgatattgtcaac 
 K  V  L  T  A  R  T  L  H  G  V  M  Q  N  I  R  D  I  V  N  
ctgaagaagtccgagttctggaacaagggtggtccagcctggcaaaagattgtcgtgtgc 
 L  K  K  S  E  F  W  N  K  G  G  P  A  W  Q  K  I  V  V  C  
ttggtcttcgacggtatcgacccctgcgacaagggcacgctcgacgtcctcgccaccatt 
 L  V  F  D  G  I  D  P  C  D  K  G  T  L  D  V  L  A  T  I  
ggtatctaccaggacggtgtcatgaagagggatatcgacggcaaggagacgactgcgcac 
 G  I  Y  Q  D  G  V  M  K  R  D  I  D  G  K  E  T  T  A  H  
atcttcgaatacacgacccagctgtctgttacccccaaccagcagctgatccgcccgcac 
 I  F  E  Y  T  T  Q  L  S  V  T  P  N  Q  Q  L  I  R  P  H  
gatgacagctccagcaccctgcccccggtgcagatgatgttctgtctgaagcagaagaac 
 D  D  S  S  S  T  L  P  P  V  Q  M  M  F  C  L  K  Q  K  N  
accaagaagatcaactctcaccgttggctctttactgctttcggcagaatcctcaaccct 
 T  K  K  I  N  S  H  R  W  L  F  T  A  F  G  R  I  L  N  P  
gaagttgttattccgattgatgccggtaccaagcccggccccaagtccctgctcgcgctt 
 E  V  V  I  P  I  D  A  G  T  K  P  G  P  K  S  L  L  A  L  
tgggaggctttctacaacgacaaggatctcggtggtgcctgtggtgaaattcacgccatg 
 W  E  A  F  Y  N  D  K  D  L  G  G  A  C  G  E  I  H  A  M  
ttgggcaagggctggaagaacctcgtcaaccccctcatcgccgct 
 L  G  K  G  W  K  N  L  V  N  P  L  I  A  A 
 
Clone 6     gatgagctttttgcgcgaactttgaccggtgtgatcaagaacatcgagtacatgaactcg 
 D  E  L  F  A  R  T  L  T  G  V  I  K  N  I  E  Y  M  N  S  
cggacgaatagcaaaacatggggtaaggatgcgtggaagaagatcgtggtttgcgttgtc 
 R  T  N  S  K  T  W  G  K  D  A  W  K  K  I  V  V  C  V  V  
agcgacggtcgtgcgaagatcaacccgaggacaagggccgttttggccggtctgggagtt 
 S  D  G  R  A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  G  L  G  V  
taccaggacggcattgccaaacagcaagtcaacggcaaggaggtgacggcacatatttac 
 Y  Q  D  G  I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  E  V  T  A  H  I  Y  
gagtacacctcccaaatgagcctggaaatcaagaagggtgtcgtgaacatcatgaagggc 
 E  Y  T  S  Q  M  S  L  E  I  K  K  G  V  V  N  I  M  K  G  
accactcccattcagatgctgttctgtttgaaggaaaagaaccagaagaagatcaactcg 
 T  T  P  I  Q  M  L  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  I  N  S  
cacagatggtttttccaggcttttggcagcgttctcgaccccaacatttgcgtcctcatc 
 H  R  W  F  F  Q  A  F  G  S  V  L  D  P  N  I  C  V  L  I  
gatgccggtacgaaacccggaaaggactcgatttaccaactctggaaggcattcgacctg 
 D  A  G  T  K  P  G  K  D  S  I  Y  Q  L  W  K  A  F  D  L  
gagccaatgtgcgccggcgcttgtggtgagatcaaggctatgttggtccacggcaagaag 
 E  P  M  C  A  G  A  C  G  E  I  K  A  M  L  V  H  G  K  K  
ctgctcaacccccttgttgcgacc 
 L  L  N  P  L  V  A  T 
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Clone 9      gagatcgacttcactcgcaccatgcacggcgtcatgcggaatatttcgcacttctgctcc 
 E  I  D  F  T  R  T  M  H  G  V  M  R  N  I  S  H  F  C  S  
cgcgctaaaagcaggacatggggaaaagatggatggcaaaaaattgtggtctgcatcatc 
 R  A  K  S  R  T  W  G  K  D  G  W  Q  K  I  V  V  C  I  I  
gctgatggtcggacaaaggttcatcctcgcgtgctcgacgcgttggctgccatgggttgc 
 A  D  G  R  T  K  V  H  P  R  V  L  D  A  L  A  A  M  G  C  
taccaagagggcatcgccaagaacacggtcaacgaaaaggaggtcaccgcgcacgtctac 
 Y  Q  E  G  I  A  K  N  T  V  N  E  K  E  V  T  A  H  V  Y  
gaatacaccactcaggtctcgcttgactcggatctcagattcaagggcgcagagaaggga 
 E  Y  T  T  Q  V  S  L  D  S  D  L  R  F  K  G  A  E  K  G  
attgttccttgccagatcatcttctgtctgaaggaaaagaaccagaaggagctgaactcg 
 I  V  P  C  Q  I  I  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  E  L  N  S  
cacagatggttttttaatgcctttgggcgcgccttgaaccctaacatttgcattcttctg 
 H  R  W  F  F  N  A  F  G  R  A  L  N  P  N  I  C  I  L  L  
gacgttggtaccaagcctggttccaaagccctctactacctttggaaggctttcgacacg 
 D  V  G  T  K  P  G  S  K  A  L  Y  Y  L  W  K  A  F  D  T  
gactccagcgttgctggtgcggctggtgaaatcaaggctggcaagggcaagggatggctc 
 D  S  S  V  A  G  A  A  G  E  I  K  A  G  K  G  K  G  W  L  
ggtctcctgaaccccttggttgcttct 
 G  L  L  N  P  L  V  A  S  
 
Clone 17     aaggttctgacggccagaacgcttcacggtgttatgcagaacatccgcgatattgtcaac 
 K  V  L  T  A  R  T  L  H  G  V  M  Q  N  I  R  D  I  V  N  
ctgaagaagtccgagttctggaacaagggtggtccggcctggcaaaagattgtcgtgtgc 
 L  K  K  S  E  F  W  N  K  G  G  P  A  W  Q  K  I  V  V  C  
ttggtcttcgacggtatcgacccctgcgacaagggcacgctcgacgtcctcgccaccatt 
 L  V  F  D  G  I  D  P  C  D  K  G  T  L  D  V  L  A  T  I  
ggtatctaccaggacggtgtcatgaagagggatatcgacggcaaggagacgactgcgcac 
 G  I  Y  Q  D  G  V  M  K  R  D  I  D  G  K  E  T  T  A  H  
attttcgaatacacgacccagctgtctgttacccccaaccagcagctgatccgcccgcac 
 I  F  E  Y  T  T  Q  L  S  V  T  P  N  Q  Q  L  I  R  P  H  
gatgacagctccagcaccctgcccccggtgcagatgatgttctgtctgaagcagaagaac 
 D  D  S  S  S  T  L  P  P  V  Q  M  M  F  C  L  K  Q  K  N  
accaagaagatcaactctcaccgttggctctttactgctttcggtagaatcctcaaccct 
 T  K  K  I  N  S  H  R  W  L  F  T  A  F  G  R  I  L  N  P  
gaagttgttattctgattgatgccggtaccaagcccggccccaagtccctgctcgcgctt 
 E  V  V  I  L  I  D  A  G  T  K  P  G  P  K  S  L  L  A  L  
tgggaggctttctacaacgacaaggatctcggtggtgcctgtggtgaaattcacgccatg 
 W  E  A  F  Y  N  D  K  D  L  G  G  A  C  G  E  I  H  A  M  
ttgggcaagggctggaagaacctcgtcaaccccctcatcgccgct 
 L  G  K  G  W  K  N  L  V  N  P  L  I  A  A 
  
Clone 27     gatgagctttttgcgcgaaatttgaccggtgtgatcaagaacatcgagtacatgaactcg 
 D  E  L  F  A  R  N  L  T  G  V  I  K  N  I  E  Y  M  N  S  
cggatgaatagcaaaacatggggtaaggatgcgtggaagaagatcgtggtttgcgttgtc 
 R  M  N  S  K  T  W  G  K  D  A  W  K  K  I  V  V  C  V  V  
agcgacggtcgtgcgaagatcaacccgaggacaagagccgttttggccggtctgggagtt 
 S  D  G  R  A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  G  L  G  V  
taccaggacggcattgccaaacagcaagtcaacggcaaggaggtgacggcacatatttac 
 Y  Q  D  G  I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  E  V  T  A  H  I  Y  
gagtacacctcccaaatgagcctggaaatcaagaagggtgtcgtgaacatcaagaagggc 
 E  Y  T  S  Q  M  S  L  E  I  K  K  G  V  V  N  I  K  K  G  
accactcccattcagatgccgttctgtttgaaggaaaagaaccagaagaagatcaactcg 
 T  T  P  I  Q  M  P  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  I  N  S  
cacagatggtttttccaggcttttggcagcgttctcgaccccaacatttgcgtcctcatc 
 H  R  W  F  F  Q  A  F  G  S  V  L  D  P  N  I  C  V  L  I  
gatgccggtacgaaacccggaaaggactcgatttaccaactctggaaggcattcgacctg 
 D  A  G  T  K  P  G  K  D  S  I  Y  Q  L  W  K  A  F  D  L  
gagccaatgtgcgccggcgcttgtggtgagatcaaggctatgttggtccacggcaagaag 
 E  P  M  C  A  G  A  C  G  E  I  K  A  M  L  V  H  G  K  K  
ctgctcaacccccttgttgcgacc 
 L  L  N  P  L  V  A  T 
Clonagem e caracterização de genes de sintetase da quitina em Botryosphaeria spp. 
 
 33 
Clone 28     gatgagctttttgcgcgaactttgaccggtgtgatcaagaacatcgagtacatgaactcg 
 D  E  L  F  A  R  T  L  T  G  V  I  K  N  I  E  Y  M  N  S  
cggacgaatagcaaaacatggggtaaggatgcgtggaagaagatcgtggtttgcgttgtc 
 R  T  N  S  K  T  W  G  K  D  A  W  K  K  I  V  V  C  V  V  
agcgacggtcgtgcgaagatcaacccgaggacaagagccgttttggccggtctgggagtt 
 S  D  G  R  A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  G  L  G  V  
taccaggacggcattgccaaacagcaagtcaacggcaaggaggtgacggcacatatttac 
 Y  Q  D  G  I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  E  V  T  A  H  I  Y  
gagtacacctcccaaatgagcctggaaatcaagaagggtgtcgtgaacatcaagaagggc 
 E  Y  T  S  Q  M  S  L  E  I  K  K  G  V  V  N  I  K  K  G  
accactcccattcaggtgctgttctgtttgaaggaaaagaaccagaagaagatcaactcg 
 T  T  P  I  Q  V  L  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  I  N  S  
cacagatggtttttccaggcttttggcagcgttctcgaccccaacatttgcgtcctcatc 
 H  R  W  F  F  Q  A  F  G  S  V  L  D  P  N  I  C  V  L  I  
gatgccggtacgaaacccggaaaggactcgatttaccaactctggaaggcattcgacctg 
 D  A  G  T  K  P  G  K  D  S  I  Y  Q  L  W  K  A  F  D  L  
gagccaatgtgcgccggcgcttgtggtgagatcaaggctatgttggtccacggcaagaag 
 E  P  M  C  A  G  A  C  G  E  I  K  A  M  L  V  H  G  K  K  
ctgctcaacccccttgttgcggcc 
 L  L  N  P  L  V  A  A 
 
Clone 29     aaggttctgacggccagaacgcttcacggtgttatgcagaacatccgcgatattgtcaac 
 K  V  L  T  A  R  T  L  H  G  V  M  Q  N  I  R  D  I  V  N  
ctgaagaagtccgagttctggaacaagggtggtccggcctggcaaaagattgtcgtgtgc 
 L  K  K  S  E  F  W  N  K  G  G  P  A  W  Q  K  I  V  V  C  
ttggtcttcgacggtatcgacccctgcgacaagggcacgctcgacgtcctcgccaccatt 
 L  V  F  D  G  I  D  P  C  D  K  G  T  L  D  V  L  A  T  I  
ggtatctaccaggacggtgtcatgaagagggatatcgacggcaaggagacgactgcgcac 
 G  I  Y  Q  D  G  V  M  K  R  D  I  D  G  K  E  T  T  A  H  
attttcgaatacacgacccagctgtctgttacccccaaccagcagctgatccgcccgcac 
 I  F  E  Y  T  T  Q  L  S  V  T  P  N  Q  Q  L  I  R  P  H  
gatgacagctccagcaccctgcccccggtgcagatgatgttctgtctgaagcagaagaac 
 D  D  S  S  S  T  L  P  P  V  Q  M  M  F  C  L  K  Q  K  N  
accaagaagatcaactctcaccgttggctctttactgctttcggcagaatcctcaaccct 
 T  K  K  I  N  S  H  R  W  L  F  T  A  F  G  R  I  L  N  P  
gaagttgttattctgattgatgccggtaccaagcccggccccaagtccctgctcgcgctt 
 E  V  V  I  L  I  D  A  G  T  K  P  G  P  K  S  L  L  A  L  
tgggaggctttctacaacgacaaggatctcggtggtgcctgtggtgaaattcacgccatg 
 W  E  A  F  Y  N  D  K  D  L  G  G  A  C  G  E  I  H  A  M  
ttgggcaagggctggaagaacctcgtcaaccccctcatcgccgct 
 L  G  K  G  W  K  N  L  V  N  P  L  I  A  A 
 
Clone 30     gatgagctttttgcgcgaactttgaccggtgtgatcaagaacatcgagtacatgaactcg 
 D  E  L  F  A  R  T  L  T  G  V  I  K  N  I  E  Y  M  N  S  
cggacgaatagcaaaacatggggtaaggatgcgtggaagaagatcgtggtttgcgttgtc 
 R  T  N  S  K  T  W  G  K  D  A  W  K  K  I  V  V  C  V  V  
agcgacggtcgtgcgaagatcaacccgaggacaagagccgttttggccggtctgggagtt 
 S  D  G  R  A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  G  L  G  V  
taccagaacggcattgccaaacagcaagtcaacggcaaggaggtgacggcacatatttac 
 Y  Q  N  G  I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  E  V  T  A  H  I  Y  
gagtacacctcccaaatgagcctggaaatcaagaagggtgtcgtgaacatcaagaagggc 
 E  Y  T  S  Q  M  S  L  E  I  K  K  G  V  V  N  I  K  K  G  
accactcccattcagatgctgttctgtttgaaggaaaagaaccagaagaagatcaactcg 
 T  T  P  I  Q  M  L  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  I  N  S  
cacagatggtttttccaggcttttggcagcgttctcgaccccaacatttgcgtcctcatc 
 H  R  W  F  F  Q  A  F  G  S  V  L  D  P  N  I  C  V  L  I  
gatgccggtacgaaacccggaaaggactcgatttaccaactctggaaggcattcgacctg 
 D  A  G  T  K  P  G  K  D  S  I  Y  Q  L  W  K  A  F  D  L  
gagccaatgtgcgccggcgcttgtggtgagatcaaggctatgttggtccacggcaagaag 
 E  P  M  C  A  G  A  C  G  E  I  K  A  M  L  V  H  G  K  K  
ctgctcgaccccttgttgcgacc 
         L  L  D  P  L  L  R 
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Clone 31        aaggttctgacggccagaacgcttcacggtgttatgcagaacatccgcgatattgtcaac 
 K  V  L  T  A  R  T  L  H  G  V  M  Q  N  I  R  D  I  V  N  
ctgaagaagtccgagttctggaacaagggtggtccggcctggcaaaagattgtcgtgtgc 
 L  K  K  S  E  F  W  N  K  G  G  P  A  W  Q  K  I  V  V  C  
ttggtcttcgacggtatcgacccctgcgacaagggcacgctcgacgtcctcgccaccatt 
 L  V  F  D  G  I  D  P  C  D  K  G  T  L  D  V  L  A  T  I  
ggtatctaccaggacggtgtcatgaagagggatatcgacggcaaggagacgactgcgcac 
 G  I  Y  Q  D  G  V  M  K  R  D  I  D  G  K  E  T  T  A  H  
attttcgaatacacgacccagccgtctgttacccccaaccagcagctgatccgcccgcac 
 I  F  E  Y  T  T  Q  P  S  V  T  P  N  Q  Q  L  I  R  P  H  
gatgacagctccagcaccctgcccccggtgcagatgatgttctgtctgaagcagaagaac 
 D  D  S  S  S  T  L  P  P  V  Q  M  M  F  C  L  K  Q  K  N  
accaagaagatcaactctcaccgttggctctttactgctttcggcagaatcctcaaccct 
 T  K  K  I  N  S  H  R  W  L  F  T  A  F  G  R  I  L  N  P  
gaagttgttattctgattgatgccggtaccaagcccggccccaagtccctgctcgcgctt 
 E  V  V  I  L  I  D  A  G  T  K  P  G  P  K  S  L  L  A  L  
tgggaggctttctacaacgacaaggatctcggtggtgcctgtggtgaaattcacgccatg 
 W  E  A  F  Y  N  D  K  D  L  G  G  A  C  G  E  I  H  A  M  
ttgggcaagggctggaagaacctcgtcaaccccctcatcgccgct 
 L  G  K  G  W  K  N  L  V  N  P  L  I  A  A 
 
Clone 32     gagatcgacttcactcgcaccatgcacggcgtcatgcggaatatttcgcacttctgctcc 
 E  I  D  F  T  R  T  M  H  G  V  M  R  N  I  S  H  F  C  S  
cgcgctaaaagcaagacatggggaaaagatggatggcaaaaaattgtggtctgcatcatc 
 R  A  K  S  K  T  W  G  K  D  G  W  Q  K  I  V  V  C  I  I  
gctgatggtcggacaaaggttcatcctcgcgtgctcgacgcgttggctgccatgggttgc 
 A  D  G  R  T  K  V  H  P  R  V  L  D  A  L  A  A  M  G  C  
taccaagagggcatcgccaagaacacggtcaacgaaaaggaggtcaccgcgcacgtctac 
 Y  Q  E  G  I  A  K  N  T  V  N  E  K  E  V  T  A  H  V  Y  
gaatacaccactcaggtctcgcttgactcggatctcagattcaagggcgcagagaaggga 
 E  Y  T  T  Q  V  S  L  D  S  D  L  R  F  K  G  A  E  K  G  
attgttccttgccagatcatcttctgtctgaaggaaaagaaccagaagaagctgaactcg 
 I  V  P  C  Q  I  I  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  L  N  S  
cacagatggttttttaatgcctttgggcgcgccttgaaccctaacatttgcattcttctg 
 H  R  W  F  F  N  A  F  G  R  A  L  N  P  N  I  C  I  L  L  
gacgttggtaccaagcctggttccaaagccctctactacctttggaaggctttcgacacg 
 D  V  G  T  K  P  G  S  K  A  L  Y  Y  L  W  K  A  F  D  T  
gactccagcgttgccggtgcggctggtgaaatcaaagctggcaagggcaagggatggctc 
 D  S  S  V  A  G  A  A  G  E  I  K  A  G  K  G  K  G  W  L  
ggtctcctgaaccccttggttgcttct 
 G  L  L  N  P  L  V  A  S 
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B. corticis 
Clone 2      gatgagctttttgcgcgaactttgaccggtgtgatcaagaacatcgagtacatgaactcg 
 D  E  L  F  A  R  T  L  T  G  V  I  K  N  I  E  Y  M  N  S  
cggacgaatagcaaaacatggggtaaggatgcgtggaagaagatcgtggtttgcgttgtc 
 R  T  N  S  K  T  W  G  K  D  A  W  K  K  I  V  V  C  V  V  
agcgacggtcgtgcgaagatcaacccgaggacaagagccgttttggccggtctgggagtt 
 S  D  G  R  A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  G  L  G  V  
taccaggacggcattgccaaacagcaagtcaacggcaaggaggtgacggcacatatttac 
 Y  Q  D  G  I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  E  V  T  A  H  I  Y  
gagtacacctcccaaatgagcctggaaatcaagaagggtgtcgtgaacatcaagaagggc 
 E  Y  T  S  Q  M  S  L  E  I  K  K  G  V  V  N  I  K  K  G  
accactcccattcagatgttgttctgtttgaaggaaaagaaccagaagaagatcaactcg 
 T  T  P  I  Q  M  L  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  I  N  S  
cacagatggtttttccaggcttttggcagcgttctcgaccccaacatttgcgtcctcatc 
 H  R  W  F  F  Q  A  F  G  S  V  L  D  P  N  I  C  V  L  I  
gatgccggtacgaaacccggaaaggactcgatttaccaactctggaaggcattcgacctg 
 D  A  G  T  K  P  G  K  D  S  I  Y  Q  L  W  K  A  F  D  L  
gagccaatgtgcgccggcgcttgtggtgagatcaaggctatgttggtccacggcaagaag 
 E  P  M  C  A  G  A  C  G  E  I  K  A  M  L  V  H  G  K  K  
ctgctcaacccccttgttgcgacc 
 L  L  N  P  L  V  A  T 
 
Clone 5      aaggttctgacgtccagaacgcttcacggtgttatgcagaacatccgcgatattgtcaac 
 K  V  L  T  S  R  T  L  H  G  V  M  Q  N  I  R  D  I  V  N  
ctgaagaagtccgagttctggaacaagggtggtccggcctggcaaaagattgtcgtgcgc 
 L  K  K  S  E  F  W  N  K  G  G  P  A  W  Q  K  I  V  V  R  
ttggtcctcgacggtatcgacccctgcgacaagggcacgctcgacgtcctcgccaccatt 
 L  V  L  D  G  I  D  P  C  D  K  G  T  L  D  V  L  A  T  I  
ggtatctaccaggacggtgtcatgaagagggatatcgacggcaaggagactactgcgcac 
 G  I  Y  Q  D  G  V  M  K  R  D  I  D  G  K  E  T  T  A  H  
attttcgaatacacgacccagctgtctgttacccccaaccagcagctgatccgcccgcac 
 I  F  E  Y  T  T  Q  L  S  V  T  P  N  Q  Q  L  I  R  P  H  
gatgacagctccagcactctgcccccggtgcagatgatgttctgtttgaagcagaagaac 
 D  D  S  S  S  T  L  P  P  V  Q  M  M  F  C  L  K  Q  K  N  
accaagaagatcaactctcaccgttggctctttactgctttcggcagaatcctcaaccct 
 T  K  K  I  N  S  H  R  W  L  F  T  A  F  G  R  I  L  N  P  
gaagttgttattctgattgatgccggtaccaagcccggtcccaagtccctgctcgcgctt 
 E  V  V  I  L  I  D  A  G  T  K  P  G  P  K  S  L  L  A  L  
tgggaggctttctacaacgacaaggatctcggtggtgcctgtggtgaaattcacgccatg 
 W  E  A  F  Y  N  D  K  D  L  G  G  A  C  G  E  I  H  A  M  
ttgggcaagggctggaagaatctcgtcaacccgctcatcgccgct 
              L  G  K  G  W  K  N  L  V  N  P  L  I  A  A 
       
Clone 10         gagatcgacttcactcgcaccatgcacggcgtcatgcggaatatttcgcacctctgctcc 
 E  I  D  F  T  R  T  M  H  G  V  M  R  N  I  S  H  L  C  S  
cgcgccaaaagcaggacttggggaaaagatggatggcaaaaaattgtggtctgcatcatc 
 R  A  K  S  R  T  W  G  K  D  G  W  Q  K  I  V  V  C  I  I  
gctgatgggcgaacaaaggttcatcctcgcgtgctcgacgcgttggctgccatgggttgc 
 A  D  G  R  T  K  V  H  P  R  V  L  D  A  L  A  A  M  G  C  
taccaagagggcatcgccaagaacacggtcaacgaaaaggaggtcaccgcgcacgtctac 
 Y  Q  E  G  I  A  K  N  T  V  N  E  K  E  V  T  A  H  V  Y  
gaatacaccactcaggtctcgcttgactcgggcctcagattcaagggcgcagagaaggga 
 E  Y  T  T  Q  V  S  L  D  S  G  L  R  F  K  G  A  E  K  G  
attgttccttgccagatcatcttctgtctgaaggaaaagaaccagaagaagctgaactcg 
 I  V  P  C  Q  I  I  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  L  N  S  
cacagatggttctttaatgcctttgggcgcgccttgaaccctaacatttgcattcttctg 
 H  R  W  F  F  N  A  F  G  R  A  L  N  P  N  I  C  I  L  L  
gacgttggtaccaagcctggttccaaagccctctactacctttggaaggctttcgacacg 
 D  V  G  T  K  P  G  S  K  A  L  Y  Y  L  W  K  A  F  D  T  
gactccagcgttgctggtgcggctggtgaaatcaaagctggcaagggcaagggatggctc 
 D  S  S  V  A  G  A  A  G  E  I  K  A  G  K  G  K  G  W  L  
ggtctcctgaaccccttggttgcttct 
 G  L  L  N  P  L  V  A  S 
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Clone 11     gagatcgacttcactcgcaccatgcacggcgtcatgcggaatatttcgcacttctgctcc 
 E  I  D  F  T  R  T  M  H  G  V  M  R  N  I  S  H  F  C  S  
cgcgccaaaagcaggacttggggaaaagatggatggcaaaaaattgtggtctgcatcatc 
 R  A  K  S  R  T  W  G  K  D  G  W  Q  K  I  V  V  C  I  I  
gctgatgggcgaacaaaggttcatcctcgcgtgctcgacgcgttggctgccatgggttgc 
 A  D  G  R  T  K  V  H  P  R  V  L  D  A  L  A  A  M  G  C  
taccaagagggcatcgccaagaacacggtcaacgaaaaggaggtcaccgcgcacgtctac 
 Y  Q  E  G  I  A  K  N  T  V  N  E  K  E  V  T  A  H  V  Y  
gaatacaccactcaggtctcgcttgactcggacctcagattcaagggcgcagaaaaggga 
 E  Y  T  T  Q  V  S  L  D  S  D  L  R  F  K  G  A  E  K  G  
attgttccttgccagatcatcttctgtctgaaggaagagaaccagaagaagctgaactcg 
 I  V  P  C  Q  I  I  F  C  L  K  E  E  N  Q  K  K  L  N  S  
cacagatggttctttaatgcctttgggcgcgccttgaaccctaacatttgcattcttctg 
 H  R  W  F  F  N  A  F  G  R  A  L  N  P  N  I  C  I  L  L  
gacgttggtaccaagcctggttccaaagccctctactacctttggaaggctttcgacacg 
 D  V  G  T  K  P  G  S  K  A  L  Y  Y  L  W  K  A  F  D  T  
gactccagcgttgctggtgcggctggtgaaatcaaagctggcaagggcaagggatggctc 
 D  S  S  V  A  G  A  A  G  E  I  K  A  G  K  G  K  G  W  L  
ggtttcctgaaccccttggttgcttct 
 G  F  L  N  P  L  V  A  S 
 
Clone 18     gagatcgacttcactcgcaccatgcacggcgtcatgcggaatatttcgcacttctgctcc 
 E  I  D  F  T  R  T  M  H  G  V  M  R  N  I  S  H  F  C  S  
cgcgccaaaagcaggacttggggaaaagatggatggcaaaaaattgtgatctgcatcatc 
 R  A  K  S  R  T  W  G  K  D  G  W  Q  K  I  V  I  C  I  I  
gctgatgggcgaacaaaggttcatcctcgcgtgctcgacgcgttggctgccatgggctgc 
 A  D  G  R  T  K  V  H  P  R  V  L  D  A  L  A  A  M  G  C  
taccaagagggcatcgccaagaacacggtcaacgaaaaggaggtcaccgcgcacgtctac 
 Y  Q  E  G  I  A  K  N  T  V  N  E  K  E  V  T  A  H  V  Y  
gaatacaccactcaggtctcgcttgactcggacctcagattcaagggcgcagagaaggga 
 E  Y  T  T  Q  V  S  L  D  S  D  L  R  F  K  G  A  E  K  G  
attgttccttgccagatcatcttctgtctgaaggaaaagaaccagaagaagctgaactcg 
 I  V  P  C  Q  I  I  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  L  N  S  
cacagatggttctttaatgcctttgggcgcgccttgaaccctaacatttgcattcttctg 
 H  R  W  F  F  N  A  F  G  R  A  L  N  P  N  I  C  I  L  L  
gacgttggtaccaagcctggttccaaagctctctactacctttggaaggctttcgacacg 
 D  V  G  T  K  P  G  S  K  A  L  Y  Y  L  W  K  A  F  D  T  
gactccagcgttgctggtgcggctggtgaaatcaaagctggcaagggcaagggatggctc 
 D  S  S  V  A  G  A  A  G  E  I  K  A  G  K  G  K  G  W  L  
ggtctcctgaaccccttggttgcttct 
 G  L  L  N  P  L  V  A  S 
 
Clone 25     aaggttctgacgtccagaacgcttcacggtgttatgcagaacatccgcgatattgtcaac 
 K  V  L  T  S  R  T  L  H  G  V  M  Q  N  I  R  D  I  V  N  
ctgaagaagtccgagttctggaacaagggtggtccggcctggcaaaagattgtcgtgtgc 
 L  K  K  S  E  F  W  N  K  G  G  P  A  W  Q  K  I  V  V  C  
ttggtcttcgacggtatcgacccctgcgacaagggcacgctcgacgtcctcgccaccatt 
 L  V  F  D  G  I  D  P  C  D  K  G  T  L  D  V  L  A  T  I  
ggtatctaccaggacggtgtcatgaagagggatatcgacggcaaggagactactgcgcac 
 G  I  Y  Q  D  G  V  M  K  R  D  I  D  G  K  E  T  T  A  H  
attttcgaatacacgacccagctgtctgttacccccaaccagcagctgatccgcccgcac 
 I  F  E  Y  T  T  Q  L  S  V  T  P  N  Q  Q  L  I  R  P  H  
gatgacagctccagcactctgcccccggtgcagatgatgttctgtttgaagcagaagaac 
 D  D  S  S  S  T  L  P  P  V  Q  M  M  F  C  L  K  Q  K  N  
accaagaagatcaactctcaccgttggctctttactgctttcggcagaatcctcaaccct 
 T  K  K  I  N  S  H  R  W  L  F  T  A  F  G  R  I  L  N  P  
gaagttgttattctgattgatgccggtaccaagcccggccccaagtccctgctcgcgctt 
 E  V  V  I  L  I  D  A  G  T  K  P  G  P  K  S  L  L  A  L  
tgggaggctttctacaacgacaaggatctcggtggtgcctgtggtgaaattcacgccatg 
 W  E  A  F  Y  N  D  K  D  L  G  G  A  C  G  E  I  H  A  M  
ttgggcaagggctggaaggatctcgtcaacccgctcatcgccgct 
 L  G  K  G  W  K  D  L  V  N  P  L  I  A  A 
 
Clonagem e caracterização de genes de sintetase da quitina em Botryosphaeria spp. 
 
 37 
Clone 30     gatgagctttttgcgcgaactttgaccggtgtgatcaagaacatcgagtacatgaactcg 
 D  E  L  F  A  R  T  L  T  G  V  I  K  N  I  E  Y  M  N  S  
cggacgaatagcaaaacatggggtaaggatgcgtggaagaagatcgtggtttgcgttgtc 
 R  T  N  S  K  T  W  G  K  D  A  W  K  K  I  V  V  C  V  V  
agcgacggtcgtgcgaagatcaacccgaggacaagagccgttttggccggtctgggagtt 
 S  D  G  R  A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  G  L  G  V  
taccaggacggcattgccaaacagcaagtcaacggcaaggaggtgacggcacatatttac 
 Y  Q  D  G  I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  E  V  T  A  H  I  Y  
gagtacacctcccaaatgagcctggaaatcaagaagggtgtcgtgaacatcaagaagggc 
 E  Y  T  S  Q  M  S  L  E  I  K  K  G  V  V  N  I  K  K  G  
accactcccattcagatgttgttctgtttgaaggaaaagaaccagaagaagatcaactcg 
 T  T  P  I  Q  M  L  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  I  N  S  
cacagatggtttttccaggcttttggcagcgttctcgaccccaacatttgcgtcctcatc 
 H  R  W  F  F  Q  A  F  G  S  V  L  D  P  N  I  C  V  L  I  
gatgccggtacgaaacccggaaaggactcgatttaccaactctggaaggcattcgacctg 
 D  A  G  T  K  P  G  K  D  S  I  Y  Q  L  W  K  A  F  D  L  
gagccaatgtgcgccggcgcttgtggtgagatcaaggctatgttggtccacggcaagaag 
 E  P  M  C  A  G  A  C  G  E  I  K  A  M  L  V  H  G  K  K  
ctgctcaacccccttgttgcgacc 
 L  L  N  P  L  V  A  T 
 
Figura 12. Sequências nucleotídicas e sequências de a.a. deduzidas dos fragmentos do 
gene que codifica para a sintetase da quitina em B. dothidea e B. corticis. 
 
 
3.6 Alinhamento de sequências 
3.6.1 Alinhamento de sequências de aminoácidos 
As sequências de a.a. deduzidas dos fragmentos do gene de sintetase da quitina, de 
ambas as estirpes, foram alinhadas com outras sequências de a.a. de sintetase da quitina de 
diferentes fungos (Fig. 13). Na tabela I apresenta-se a listagem dos referidos fungos, assim 
como o código utilizado para referenciar cada um dos genes. Para cada espécie, excepto a 
S. cerevisiae, as duas primeiras letras do código correspondem ao seu nome. Apresenta-se 
também, para cada sequência o seu código de acesso do GenBank.  
A partir do alinhamento das diferentes sequências de a.a. foi gerado um dendrograma 
(Fig. 14). A visualização e arranjo gráfico do dendrograma foram realizados através do 
recurso ao programa TREEVIEW, também disponível na Internet. Observando este 
dendrograma é possível distinguir as três diferentes classes de sintetase da quitina, pois as 
sequências pertencentes a cada classe agrupam conjuntamente em ramos diferentes.  
As diferentes classes de sintetase da quitina descritas anteriormente podem também 
ser distinguidas com base numa inspecção visual do alinhamento das várias sequências de 
a.a. (Fig. 15), pois estas diferenciam-se com base em “gaps” e resíduos característicos 
(Bowen et al., 1992).   
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Tabela I: Lista das espécies de fungos e respectivos genes de sintetase de quitina 
utilizados no alinhamento de sequências de aminoácidos. 
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CHS2                   KYSLARTIHSIMKNVAHLCKREKSHVWGP------NGWKKVSVILISDGRAKVNQGSLDY 54 
CaCHS1                 EVAFARTMHGVMKNIAHLCSRHKSKIWGK------DSWKKVQVIIVADGRNKVQQSVLEL 54 
Anchs2                 EIGFTRTLHGVMQNITHLCSRSKSRTWGK------DGWKKIVVCIIADGRKKVHPRTLNA 54 
Adchs2                 ETHFTRTMHGVMQNISHFCSRSKSRTWGK------DGWKKIVVCIISDGRKKVHPRTLNA 54 
BdCHS2                 EIHFTRTMHGIMRNITHFCSRTKSRTWGK------DGWQKIVVCIIADGRQKVHPRTLNA 54 
HcCHS3                 EIHFTRTTHGIMANITHFCSRTKSRTWGK------DGWQKIVVCIIADGRQKVHPRTLNA 54 
WdCHS1                 EIEFTRTMHGIMRNIAHFCSRTRSRTWGK------DGWQKIVVCVIADGRQKVHPRTLNA 54 
XbCHS2                 EIEFTRTMHGIMRNISHFCSRTKSRTWGK------DGWQKIVVCVIADGRQNVHPRTLNA 54 
EjCHS2                 EIEFTRTMHGIMRNISHFCSRTKSRTWGK------DGWQKIVVCVIADGRQKVHPRTLNA 54 
PeCHS2                 EIEFTRTMHGIMRNISHFCSRTKSRTWGK------DGWPKIVVCVIADGRQKVHPRTLNA 54 
PvCHS2                 EIEFTRTMHGIMRNISHFCSRTKSRTWGK------DGWQKIVVCIIADGRQKVHPRTLNA 54 
B.dothidea.9-II        EIDFTRTMHGVMRNISHFCSRAKSRTWGK------DGWQKIVVCIIADGRTKVHPRVLDA 54 
B.corticis.11-II       EIDFTRTMHGVMRNISHFCSRAKSRTWGK------DGWQKIVVCIIADGRTKVHPRVLDA 54 
B.corticis.18-II       EIDFTRTMHGVMRNISHFCSRAKSRTWGK------DGWQKIVICIIADGRTKVHPRVLDA 54 
B.dothidea.32-II       EIDFTRTMHGVMRNISHFCSRAKSKTWGK------DGWQKIVVCIIADGRTKVHPRVLDA 54 
B.corticis.10-II       EIDFTRTMHGVMRNISHLCSRAKSRTWGK------DGWQKIVVCIIADGRTKVHPRVLDA 54 
NcCHS2                 EFGFTRTMHAVMKNISHFCSRNKSRTWGA------DGWQKIVVCVVSDGREIIHPRTLDA 54 
SsCHS2                 AYDFTRTMHAVMKNIAHFCGRNKSRTWGK------HGWQKIVVCIVSDGRERIHPRTVDA 54 
MgCHS1                 EYDFTRTMHAVMKNISHFCRRSKSRTWGE------NGWQRVVVCIVSDGREKIHPRTLDA 54 
MaCHS2                 EICFTRTTHAVMKNISHFCSRSRSRTWGE------NGWQKIVVCIISDGREKIHPRTLDA 54 
UmCHS2                 DVLFARTMGGVIKNIAHLCSRTRSKTWGP------DAWKKVVVIIVADGRKKANERMLKA 54 
ScCHS1                 EELFCRTMHGVIKNIAHLCKRDRSKTWGK------EGWKKVVVCIVSDGRQKINSRTLSV 54 
SpCHS1                 EVLFARTMHSVMKNISHLCTRKNSQVWGK------DAWKKVVVCIISDGRTKIHPRTLAY 54 
EjCHS1                 EFLFARTMIGVFKNIEYMCNRTSSKTWGK------EAWKKIVVCIVSDGRAKINPRTRAV 54 
PeCHS1                 EFLFARTMIGVFKNIEYMCNRTSSKTWGK------EAWKKIVVCIVSDGRAKINTRTRAV 54 
RaCHS1                 EFLFARTMIGVFKNIEYMCNRTSSKTWGK------EAWKKIVVCIVSDRRAKINPRTRAV 54 
WdCHS2                 EFLFARTMIGVFKNIEFMCNRSSSKTWGK------EAWKKIVVCIVSDGRAKINPRTRAV 54 
PvCHS1                 EFLFARTMIGVFKNIEYMCNRNTSKTWGK------EAWKKIVVSILRDGRAKINPRRRAV 54 
XbCHS1                 DFLFARTMIGVFKNIEIMCNKGSSQTWGK------EAWKKIVVCIVSDRRAKINPRTRAV 54 
Anchs1                 DFLFARTMIGVFKNIEYMCSRTSSKTWGK------DAWKKIVVCVISDGRAKINPRTRAV 54 
Adchs1                 DFLFARTMVGVFKNIEHMCSRTRRSTWGK------DAWKKIVVCVISDGRAKINPRTRAV 54 
BdCHS1                 DFLFARTMIGVFKNIEYMCSRTNSKTWGK------EAWKKIVVCVVSDGRAKINQRTKAV 54 
HcCHS1                 DFLFARTMIGVFKNIEYMCSRTNSKTWGK------EAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAV 54 
PcCHS                  DFLFARTMVGVFKNIEYMCSRTNSKTWGK------EAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAV 54 
B.corticis.2-I         DELFARTLTGVIKNIEYMNSRTNSKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAV 54 
B.corticis.30-I        DELFARTLTGVIKNIEYMNSRTNSKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAV 54 
B.dothidea.6-I         DELFARTLTGVIKNIEYMNSRTNSKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAV 54 
B.dothidea.30-I        DELFARTLTGVIKNIEYMNSRTNSKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAV 54 
B.dothidea.27-I        DELFARNLTGVIKNIEYMNSRMNSKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAV 54 
B.dothidea.28-I        DELFARTLTGVIKNIEYMNSRTNSKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAV 54 
NcCHS1                 EILFARTMIGVFKNIEYMCKRTESKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAL 54 
SsCHS1                 EILFARTMVGVLKNVEYMCKRNESKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTAAL 54 
MgCHS3                 EVLFARTMIGVFKNIEYMCKRPESKTWGK------EAWKKIVVCIVSDGRAKINPRTRAL 54 
MaCHS1                 DILFARTMIGVFKNIEYMCNRPNSKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTKAI 54 
BcCHS1                 DVLFARTMHGVFKNIEFMCTRKDSKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAV 54 
CHS1                   HILLGRTLKGIMDNVKYMVKKKNSSTWGP------DAWKKIVVCIISDGRSKINERSLAL 54 
CaCHS2                 DILLGRTLKGVFKNIKYLESKARSSTWGK------DSWKKIVVCIVSDGRTKINERAQAL 54 
EjCHS3                 KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKNTLDL 56 
RaCHS2                 KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDQNTLDL 56 
WdCHS3                 KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKNTLDV 56 
B.dothidea.1-III       KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKGTLDV 56 
B.dothidea.4-III       KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKGTLDV 56 
B.dothidea.17-III      KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKGTLDV 56 
B.dothidea.29-III      KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKGTLDV 56 
B.dothidea.31-III      KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKGTLDV 56 
B.corticis.5-III       KVLTSRTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIVVRLVLDGIDPCDKGTLDV 56 
B.corticis.25-III      KVLTSRTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKGTLDV 56 
HcCHS2                 KMLTSRTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIAVCLVFDGIDPCDKDTLDV 56 
NcCHS3                 KVLLSRTLHSVMTNIRDIVNLKKSSFWNR----GGPAWQKIVVCLVFDGLDKTDKNVLDV 56 
SsCHS3                 KVLLSRTLHGVMQNIRDIVNLKKSTFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGLEKADKNVLDV 56 
MgCHS2                 KVLLSRTLHGVMQNIRDIVSLKKSTFWNK----GGPAWQKIVVCFVFDGIEKTDKNVLDV 56 
MaCHS3                 KVLLSRTLHGVMQNIRDIVNLKKSTFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIEKADKSTLDV 56 
UmCHS1                 RILLARTLHGVMLNIRDICKSKSSKFWRRSAEEGRPGWQRIVVSLIFDGIDPCDEEVLDL 60 
                            *.  .:: *:  :        *         .* :: : .: *     .       
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CHS2                   LAALGVYQEDMAKASVNGDPVKAHIFELTTQVSIN---ADLDYVS--KD----IVPVQLV 105 
CaCHS1                 LTATGCYQENLARPYVNNSKVNAHLFEYTTQISID---ENLKFKGDEKN----LAPVQVL 107 
Anchs2                 LAALGVYQEGIAKNVVNQKQVNAHVYEYTTQVSLD---PDLKFKGAEKG----IMPCQVL 107 
Adchs2                 LAALGVYQEGIAKNVVNQKQVNAHVYEYTTQVSLD---SDLKFKGAEKG----IVPCQVI 107 
BdCHS2                 LAAMGVYQDGIAKNIVNQKPVNAHVYEYTTQVSLD---PDLKFKGAEKG----YKPCQII 107 
HcCHS3                 LAAMGVYQDGIAKNIVNQKPVNAHVYEYTTQVSLD---PDLKFKGAEKG----IMPCQII 107 
WdCHS1                 LAAMGVYQDGIAKNVVNQKEVTAHVYEYTTQVSLD---ETLKFKGAEKG----IVPCQMI 107 
XbCHS2                 LAAMGVYQDGIAKNEVNSKEVTAHVYEYTTQVSLD---ETLKFKGAEKG----TVPCQDV 107 
EjCHS2                 LAALGVYQDGIAKNIVNQKEVTAHVYEYTTQVSLD---EGMKFKGAEKG----IVPCQMI 107 
PeCHS2                 LAALGVYQDGIAKNVVNKKEVTAHVYEYTTQVSLD---EGMKFKGAEKG----IVPCQMI 107 
PvCHS2                 LAALGVYQDCIAKTLVNQKEVRAHVYEYTTQVSLD---EGLKFKGAEKG----IVPCQMI 107 
B.dothidea.9-II        LAAMGCYQEGIAKNTVNEKEVTAHVYEYTTQVSLD---SDLRFKGAEKG----IVPCQII 107 
B.corticis.11-II       LAAMGCYQEGIAKNTVNEKEVTAHVYEYTTQVSLD---SDLRFKGAEKG----IVPCQII 107 
B.corticis.18-II       LAAMGCYQEGIAKNTVNEKEVTAHVYEYTTQVSLD---SDLRFKGAEKG----IVPCQII 107 
B.dothidea.32-II       LAAMGCYQEGIAKNTVNEKEVTAHVYEYTTQVSLD---SDLRFKGAEKG----IVPCQII 107 
B.corticis.10-II       LAAMGCYQEGIAKNTVNEKEVTAHVYEYTTQVSLD---SGLRFKGAEKG----IVPCQII 107 
NcCHS2                 LAAMGVYQHGIAKNFVNQKAVQAHVYEYTTQVSLD---SDLMFKGAEKG----IVPCQMI 107 
SsCHS2                 LAAMGIYQHGIAKNFVNQKAVQAHVYEYTTQVSLD---SDLKFKGAEKG----IVPCQMI 107 
MgCHS1                 LAAMGVYQHGIAKNYVNQKAVQAHVYEYTTQVSLD---ADLKFKGAEKG----IVPCQML 107 
MaCHS2                 LAAMGVYQHGIAKNYVNNRAVQAHVYEYTTQVSLD---ADLKFKGAEKG----IVPCQLI 107 
UmCHS2                 LGLMGCYNEGVMKDHVLKKPVEAHIFEYTTRVQIT---EKGEVKVT-------PCPIQVV 104 
ScCHS1                 IAAMGRHQDGIAKNVVNKKPVTAHIYEYTTQITVT---PSMKIEGAERG----TMPVQLI 107 
SpCHS1                 LAAIGVYQDGIAKNQVNDREVKAHIYEYTTQLSID---PNLKFKGSDRG----IVPVQMI 107 
EjCHS1                 LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGLE-LKGTQGSLKPRS-----ATPVQLL 108 
PeCHS1                 LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGLE-LKGTQVSLKPRS-----ATPVQLL 108 
RaCHS1                 LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGLE-LKGTQVSLKPRS-----ATPVQLL 108 
WdCHS2                 LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGLE-LKGTQVSLKPRS-----ATPVQLL 108 
PvCHS1                 LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYRYTTQVSLD-LKGTQVSLKPRS-----ATPVQLL 108 
XbCHS1                 LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGID-LKGTQVSLRPKG-----ATPVQLL 108 
Anchs1                 LAGLGCYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGLE-LKGGQVSLKPRT-----GCPVQMI 108 
Adchs1                 LAGLGCYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGME-LKGNQVHLKPRS-----GVPVQMI 108 
BdCHS1                 LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGME-LKGTQVHLKPRS-----GVPVQMI 108 
HcCHS1                 LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGME-LKGNQVHLKPRS-----GVPVQMI 108 
PcCHS                  LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGLD-LKGSNVIFKPRQ-----GPPVQML 108 
B.corticis.2-I         LAGLGVYQDGIAKQQVNGKEVTAHIYEYTSQMSLE-IKKGVVNIK-KG-----TTPIQML 107 
B.corticis.30-I        LAGLGVYQDGIAKQQVNGKEVTAHIYEYTSQMSLE-IKKGVVNIK-KG-----TTPIQML 107 
B.dothidea.6-I         LAGLGVYQDGIAKQQVNGKEVTAHIYEYTSQMSLE-IKKGVVNIM-KG-----TTPIQML 107 
B.dothidea.30-I        LAGLGVYQNGIAKQQVNGKEVTAHIYEYTSQMSLE-IKKGVVNIK-KG-----TTPIQML 107 
B.dothidea.27-I        LAGLGVYQDGIAKQQVNGKEVTAHIYEYTSQMSLE-IKKGVVNIK-KG-----TTPIQMP 107 
B.dothidea.28-I        LAGLGVYQDGIAKQQVNGKEVTAHIYEYTSQMSLE-IKKGVVNIK-KG-----TTPIQVL 107 
NcCHS1                 LAGMGVYQEGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGMT-IKNDVVQLIPKQ-----Q-PVQML 107 
SsCHS1                 LAGMGVYQEGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGMR-IKNDVVQLVPKQ-----Q-PVQML 107 
MgCHS3                 LAGLGVYQEGIARQNVDDKPTTAHIYEYTTQIGMA-LKNDVVQLLPRQ-----Q-PVQLL 107 
MaCHS1                 LSGMGVYQEGIAKQQVNNKDVTAHIYEYSTHTHLQ-LKNGVVSLVHNR-----Q-PVQML 107 
BcCHS1                 LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGIS-LKKDIVTLTPKQ-----Q-PVQLL 107 
CHS1                   LSSLGCYQDGFAKDEINEKKVAMHVYEHTTMINITNISESEVSLECNQG----TVPIQLL 110 
CaCHS2                 LAGLGVYQEGLAKSRVDDKKVQAHMFEYTTRVGISKVTDDVVKLTTEK-----VVPVQML 109 
EjCHS3                 LATVGIYQDGVMKKDVDGKDTVVHIFEYTTQLSVT---PNQQLIRPNDNDSTSLPPVQMI 113 
RaCHS2                 LATVGIYQDGVMKKDVDARTRLVHIFEYTTQLSVT---PNQQLIDPNDNVTTSLPPVQMI 113 
WdCHS3                 LATIGVYQDGVMKKDVDGKETVAHIFEYTTQLSVT---ANQQLIRPNDNDATSLPPAQMI 113 
B.dothidea.1-III       LATIGIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQLSVT---PNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMM 113 
B.dothidea.4-III       LATIGIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQLSVT---PNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMM 113 
B.dothidea.17-III      LATIGIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQLSVT---PNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMM 113 
B.dothidea.29-III      LATIGIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQLSVT---PNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMM 113 
B.dothidea.31-III      LATIGIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQPSVT---PNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMM 113 
B.corticis.5-III       LATIGIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQLSVT---PNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMM 113 
B.corticis.25-III      LATIGIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQLSVT---PNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMM 113 
HcCHS2                 LATIGIYQDGVMKKDVDGKETIAHIFEYTTQLSVT---ANQQLIRPHDDGPSTLPPVQMM 113 
NcCHS3                 LATIGVYQDGVIKKDVDGKETVAHIFEYTSQLSVT---PNQALIRPVDDGPQTLPPVQFI 113 
SsCHS3                 LATIGVYQDGVIKEDVDGQPTVAHIFEYTTQLSVT---PGQQLIRPVNDGPTTLPPVQFI 113 
MgCHS2                 LATIGIYQDGVVKKDVHGQETVAHIFEYTTQLSVT---PSQQLIRPQDDGPNTLPPVQFI 113 
MaCHS3                 LATVGVYQDGVIKKDVDGKETVAHIFEYTSQLSVT---PSQQLIRPNWRQPQNLPPVQFI 113 
UmCHS1                 LATVGVYQDGVMKRKVDGKDTVAHLFEYTTQLSVD---PTPALIQPHADDASNLVPVQMI 117 
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CHS2                   FCLKEENKKKINSHRWLFNAFCPVLQPTVVTLVDVGTRLNNTAIYRLWKVFDMDSNVAGA 165 
CaCHS1                 FCLKESNQKKINSHRWLFNAFCPVLDPNVIVLLDVGTKPDNHAIYNLWKAFDRDSNVAGA 167 
Anchs2                 FCLKEHNKKKLNSHRWFFNAFGRALQPNICILLDVGTKPAPTALYHLWKAFDQNSNVAGA 167 
Adchs2                 FCLKEHNQKKLNSHRWFFNAFGRALQPNICILLDVGTRPEPTALYHLWKAFDQDSNVAGA 167 
BdCHS2                 FCLKERNEKKLNSHRWFFNAFGRALTPNVCILLDVGTKPAPTALYHLWKAFDQDSNVAGA 167 
HcCHS3                 FCLKERNEKKLNSHRWFFNAFGRALTPNVCILLDVGTKPGPTALYHLWKAFDQDSNVAGA 167 
WdCHS1                 FCLKEKNKKKLNSHRWFFNAFGRALIPNVCILLDVGTKPDSKALYHLWKAFDQNSNVAGA 167 
XbCHS2                 FCLKEKNKKKLNSHRWFFNAFGRALTPNVCILLDVGTKPDSKALYHLWKAFDQDSNVAGA 167 
EjCHS2                 FCLKEQNKKKLNSHRWFFNAFGRALTPNVCILLDVGTKPDSKALYHLWKAFDQDSNVAGA 167 
PeCHS2                 FCLKEQNKRKLNSHRWFFNAFGRALTPNVCILLDVGTKPDSKALYHLWKAFDQDSNVAGA 167 
PvCHS2                 FCLKEKNKKKLNSHRWFFNAFGRALTPNVCILLDLGTKPDSKALYYLWKAFDQDSNVAGA 167 
B.dothidea.9-II        FCLKEKNQKELNSHRWFFNAFGRALNPNICILLDVGTKPGSKALYYLWKAFDTDSSVAGA 167 
B.corticis.11-II       FCLKEENQKKLNSHRWFFNAFGRALNPNICILLDVGTKPGSKALYYLWKAFDTDSSVAGA 167 
B.corticis.18-II       FCLKEKNQKKLNSHRWFFNAFGRALNPNICILLDVGTKPGSKALYYLWKAFDTDSSVAGA 167 
B.dothidea.32-II       FCLKEKNQKKLNSHRWFFNAFGRALNPNICILLDVGTKPGSKALYYLWKAFDTDSSVAGA 167 
B.corticis.10-II       FCLKEKNQKKLNSHRWFFNAFGRALNPNICILLDVGTKPGSKALYYLWKAFDTDSSVAGA 167 
NcCHS2                 FCLKEKNQKKLNSHRWFFNAFGKALNPNVCILLDVGTRPGGTSLYHLWKAFDTDSNVAGA 167 
SsCHS2                 FCLKERNQRKLNSHRWFFNAFGRSLNPNVCILLDVGTRPGNNSLYHLWKAFDTDSNVAGA 167 
MgCHS1                 FCLKERNQRKLNSHRWFFNAFGKALNPSVCILLDVGTRPGGNSLYHLWKAFDTDSNVAGA 167 
MaCHS2                 FCLKEKNSRKLNSHRWFFNAFGKALNPNVCILLDVGTRPGSNSLYHLWKAFDTDSNVAGA 167 
UmCHS2                 FCLKEQNKKKLNSHRWYFNAFCQMLKPNVCILLDVGTKPTGTSIYELWKSFDKHHRVGGA 164 
ScCHS1                 FCLKEKNQKKINSHRWFFNAFGPILQPNVCVLLDVGTMPGPTSIYHLWKAFDINSNVGGA 167 
SpCHS1                 FCLKEKNQKKLNSHLWFFQAFCPILKPEVCILLDAGTRPGDQSIYHLWKSFDLNPQVAGA 167 
EjCHS1                 FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLFDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCGGA 168 
PeCHS1                 FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCGGA 168 
RaCHS1                 FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCGGA 168 
WdCHS2                 FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCGGA 168 
PvCHS1                 FCSKEKNQKKINSHRWFFQPFGRVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWPAFDLEPMCGGA 168 
XbCHS1                 FCLKEKIRRKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYHLWKAFDLEPMIGGA 168 
Anchs1                 FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLLDAGTRPGKDSIYHLWKAFDVDPMCGGA 168 
Adchs1                 FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLLDAGTQPGKDSIYRLWKAFDVEPMCGGA 168 
BdCHS1                 FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLLDAGTKPGRDSIYHLWRAFDLHPMCGGA 168 
HcCHS1                 FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLLDAGTKPGRDSIYHLWRAFDLQPMCGGA 168 
PcCHS                  FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRILDPNICVLIDAGTKPGKDSVYHLWKAFDINPMCGGA 168 
B.corticis.2-I         FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGSVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCAGA 167 
B.corticis.30-I        FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGSVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCAGA 167 
B.dothidea.6-I         FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGSVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCAGA 167 
B.dothidea.30-I        FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGSVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCAGA 167 
B.dothidea.27-I        FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGSVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCAGA 167 
B.dothidea.28-I        FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGSVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCAGA 167 
NcCHS1                 FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLIDAGTEPGGSSIYHLWKAFDLD------ 161 
SsCHS1                 FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNVCVLIDAGTRPGGNSIYHLWKAFDLEPMCAGA 167 
MgCHS3                 FCLKENNQKKINSHRWFFSAFGRVLNPNICVLLDAGTKPGGNSIYHLWKAFDLEPMCAGA 167 
MaCHS1                 FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLIDAGTRPGGNSIYHLWKAFDLEPTCGGA 167 
BcCHS1                 FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLLDAGTKPGKDSIYHLWKAFDLEPHCAGA 167 
CHS1                   FCLKEQNQKKINSHRWAFEGFAELLRPNIVTLLDAGTMPGKDSIYQLWREF-RNPNVGGA 169 
CaCHS2                 FCLKETNAKKINSHRWCFQAIGQVLDPKIVVLLDCGTQPSGRSLYELWKEFDRDHRVAGA 169 
EjCHS3                 FCLKQKNSKKINSHRWLFNGFGRILNPEVCILLDAGTKPGPKSLMALWEAFYNDKDLGGA 173 
RaCHS2                 FCLKQKNSKKINSHRWLFDGFGRILNPEVCILLDAGTKPGPKSLMSLWEAFYNDKDLGGA 173 
WdCHS3                 FCLKQKNSKKINSHRWLFNAFGRILNPEVCILLDAGTKPGSKSLMALWQAFYNDKDLGGA 173 
B.dothidea.1-III       YCLKQKNTKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVILIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGA 173 
B.dothidea.4-III       FCLKQKNTKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVIPIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGA 173 
B.dothidea.17-III      FCLKQKNTKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVILIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGA 173 
B.dothidea.29-III      FCLKQKNTKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVILIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGA 173 
B.dothidea.31-III      FCLKQKNTKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVILIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGA 173 
B.corticis.5-III       FCLKQKNTKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVILIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGA 173 
B.corticis.25-III      FCLKQKNTKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVILIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGA 173 
HcCHS2                 FCLKQKNSKKINSHRWLFNAFGRILNPEICILLDAGTKPGHKSLLALWEAFYNDKDLGGS 173 
NcCHS3                 FCLKQKNTKKINSHRWLFNAFGRILNPEVCILLDAGTKPSPRSLLALWEGFYNDKDLGGA 173 
SsCHS3                 FCLKQQNSKKINSHRWLFNAFGRILNPEVCILLDAGTKPSPKSLLALWEGFYNDKDLGGA 173 
MgCHS2                 FCLKAKNSKKINSHRWLFNAFGRILNPEVCIVLDAGTKPSSRSLLGLWEGFYNDKDLGGA 173 
MaCHS3                 FCLKQKNSKKINSHRWLFNAFGRILNPEVTILIDAGTKPSPRSLLALWEGFYNDKDLGGA 173 
UmCHS1                 FCLKQKNSKKINSHRWLFNALGRHLQPELCVLIDAGTKPGHKSLYYLWEAFYNNANLGGA 177 
                       :* *    :::*** * *  :   * * :   .* **     ::  **  *  .       
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CHS2                   AGQIKTMK---------------------GKWGLKLFNPLVAS------- 187 
CaCHS1                 AGEIKAMK---------------------GKGWINLTNPLVAS------- 189 
Anchs2                 AGEIKAGK---------------------GKGMLGLLNPLVAS------- 189 
Adchs2                 AGEIKASK---------------------GKNMLGLLNPLVAS------- 189 
BdCHS2                 AGEIKAGK---------------------GKGWLGLFNPLVAS------- 189 
HcCHS3                 AGEIKAGK---------------------GKGWLGLFNPLVAS------- 189 
WdCHS1                 AGEIKADK---------------------GKGWLGLLNPLVASQNFEYKL 196 
XbCHS2                 AGEIKADK---------------------GKGWMGLLNPLVAS------- 189 
EjCHS2                 AGEIKADK---------------------GKGWMCLLNPLVS-------- 188 
PeCHS2                 AGEIKADK---------------------GKGWLGLLNPLVAS------- 189 
PvCHS2                 AGEIKADK---------------------GKGWMGLLNPLVAS------- 189 
B.dothidea.9-II        AGEIKAGK---------------------GKGWLGLLNPLVAS------- 189 
B.corticis.11-II       AGEIKAGK---------------------GKGWLGFLNPLVAS------- 189 
B.corticis.18-II       AGEIKAGK---------------------GKGWLGLLNPLVAS------- 189 
B.dothidea.32-II       AGEIKAGK---------------------GKGWLGLLNPLVAS------- 189 
B.corticis.10-II       AGEIKAGK---------------------GKGWLGLLNPLVAS------- 189 
NcCHS2                 CGEIKAMK---------------------GRFGGNLLNPLVAS------- 189 
SsCHS2                 CGEIKAMK---------------------GRFGGNLLNPLVAS------- 189 
MgCHS1                 CGEIKAMK---------------------GRLGQNLLNPLVAS------- 189 
MaCHS2                 CGEIKAMK---------------------GRFGSNLLNPLVAS------- 189 
UmCHS2                 CGEICVDT---------------------GRGCTALFNPLVAS------- 186 
ScCHS1                 CGEIVALK---------------------GKWGLNLLNPLVAA------- 189 
SpCHS1                 CGEIVVMK---------------------GKLGSGLINPLVAT------- 189 
EjCHS1                 CGEIKVML----------------------DHGKKLYNPLIAT------- 189 
PeCHS1                 CGEIKVML----------------------DHGKKLYNPLIAT------- 189 
RaCHS1                 CGEIKVML----------------------DHGKKLYNPLIAT------- 189 
WdCHS2                 CGEIKVML----------------------DHGKKLLNPLVAT------- 189 
PvCHS1                 CGEIKVML----------------------DKGKKLYNPLVAT------- 189 
XbCHS1                 CGEIKVML----------------------EHGKKLYNPLVAT------- 189 
Anchs1                 CGEIKVMX----------------------SHGKKLLNPLVAG------- 189 
Adchs1                 CGEIKVML----------------------DHGKKLFNPLVAG------- 189 
BdCHS1                 CGEIKTML----------------------SHGKKLINPLVAA------- 189 
HcCHS1                 CGEIKAML----------------------SHGKKLINPLIA-------- 188 
PcCHS                  CGEIKVML----------------------SHGKKLLNPLVAT------- 189 
B.corticis.2-I         CGEIKAML----------------------VHGKKLLNPLVAT------- 188 
B.corticis.30-I        CGEIKAML----------------------VHGKKLLNPLVAT------- 188 
B.dothidea.6-I         CGEIKAML----------------------VHGKKLLNPLVAT------- 188 
B.dothidea.30-I        CGEIKAML----------------------VHGKKLLDPLLR-------- 187 
B.dothidea.27-I        CGEIKAML----------------------VHGKKLLNPLVAT------- 188 
B.dothidea.28-I        CGEIKAML----------------------VHGKKLLNPLVAA------- 188 
NcCHS1                 -------------------------------------------------- 
SsCHS1                 CGEIKAML---------------------GPGGKYLVNPLVAA------- 189 
MgCHS3                 CGEIKAMLGSFKPPPQSYSNTSQLTXKQIGTGGKNLFNPLVAA------- 210 
MaCHS1                 CGEIKAML---------------------GTGGKNLINPLVAT------- 189 
BcCHS1                 CGEIKAML---------------------GPGGKNLVNPLVAT------- 189 
CHS1                   CGEIRTDL---------------------GKRFVKLLNPLVAS------- 191 
CaCHS2                 CGEITTSL---------------------KKR-QMITNPLVAS------- 190 
EjCHS3                 CGEIHAMLGRGG------------------VFGRKLLNPLVAA------- 198 
RaCHS2                 CGEIHAMLGRGG------------------VFGRKLLNPLVAA------- 198 
WdCHS3                 CGEIHAMLGPGG------------------VFGRKL-------------- 191 
B.dothidea.1-III       CGEIHAMLGKG---------------------WKNLVNPLIAA------- 195 
B.dothidea.4-III       CGEIHAMLGKG---------------------WKNLVNPLIAA------- 195 
B.dothidea.17-III      CGEIHAMLGKG---------------------WKNLVNPLIAA------- 195 
B.dothidea.29-III      CGEIHAMLGKG---------------------WKNLVNPLIAA------- 195 
B.dothidea.31-III      CGEIHAMLGKG---------------------WKNLVNPLIAA------- 195 
B.corticis.5-III       CGEIHAMLGKG---------------------WKNLVNPLIAA------- 195 
B.corticis.25-III      CGEIHAMLGKG---------------------WKDLVNPLIAA------- 195 
HcCHS2                 CGEIHAMLGKG---------------------WKNLINPLVA-------- 194 
NcCHS3                 CGEIHAMLGKG---------------------GKKLLNPLVAV------- 195 
SsCHS3                 CGEIHAMLGKG---------------------GRKLLNPLVAV------- 195 
MgCHS2                 CGEIHAMLGKG---------------------GRKLLNPLVAV------- 195 
MaCHS3                 CGEIHAMLGKG---------------------GKKLFNPLVAV------- 195 
UmCHS1                 CGEIHAMIKNG----------------------RKLINPLVAA------- 198 
                                                                          
Figura 13. Alinhamento das sequências de a.a deduzidas dos fragmentos de sintetase da 
quitina de diferentes espécies de fungos, com os vários clones de Botryosphaeria spp. Um 
asterisco indica identidade completa naquela posição, em todos os fragmentos. Dois pontos 
indicam substituições conservativas e um ponto indica substituições semi-conservativas. 
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Figura 14. Dendrograma que mostra as diferentes classes de sintetase da quitina. O 
dendrograma foi calculado e gerado pelo programa Clustal W2 a partir das sequências de 
a.a. deduzidas.  
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3.6.2 Alinhamento das sequências  por classes 
As sequências nucleotídicas (Fig. 15), bem como as sequências de a.a. deduzidas 
(Fig. 16) dos fragmentos anteriores foram alinhadas, utilizando para tal o programa Clustal 
W2, disponível na Internet. Verificou-se que tanto as sequências nucleotídicas, como as 
sequências de a.a. deduzidas apresentam uma grande identidade entre si.  
Atentando as sequências é possível observar que no mesmo isolado e dentro da 
mesma classe existem sequências ligeiramente diferentes. Relativamente às sequências de 
a.a. é de notar que a classe I alberga três sequências diferentes entre si (B. dothidea27, B. 
dothidea6 e B. dothidea30) e a classe III acolhe igualmente três sequências diferentes, B. 
dothidea4, B. dothidea31 e B. corticis5 que é diferente da outra sequência da mesma 
espécie. As sequências nucleotídicas correspondentes apresentam mais sequências 
diferentes dado que existem vários codões que codificam o mesmo a.a. Outras das 
diferenças observadas correspondem a substituições conservativas e semi-conservativas. 
 
Classe I 
B.corticis.2-I       GATGAGCTTTTTGCGCGAACTTTGACCGGTGTGATCAAGAACATCGAGTACATGAACTCG 60 
B.corticis.30-I      GATGAGCTTTTTGCGCGAACTTTGACCGGTGTGATCAAGAACATCGAGTACATGAACTCG 60 
B.dothidea.30-I      GATGAGCTTTTTGCGCGAACTTTGACCGGTGTGATCAAGAACATCGAGTACATGAACTCG 60 
B.dothidea.28-I      GATGAGCTTTTTGCGCGAACTTTGACCGGTGTGATCAAGAACATCGAGTACATGAACTCG 60 
B.dothidea.6-I       GATGAGCTTTTTGCGCGAACTTTGACCGGTGTGATCAAGAACATCGAGTACATGAACTCG 60 
B.dothidea.27-I      GATGAGCTTTTTGCGCGAAATTTGACCGGTGTGATCAAGAACATCGAGTACATGAACTCG 60 
                     ******************* **************************************** 
 
B.corticis.2-I       CGGACGAATAGCAAAACATGGGGTAAGGATGCGTGGAAGAAGATCGTGGTTTGCGTTGTC 120 
B.corticis.30-I      CGGACGAATAGCAAAACATGGGGTAAGGATGCGTGGAAGAAGATCGTGGTTTGCGTTGTC 120 
B.dothidea.30-I      CGGACGAATAGCAAAACATGGGGTAAGGATGCGTGGAAGAAGATCGTGGTTTGCGTTGTC 120 
B.dothidea.28-I      CGGACGAATAGCAAAACATGGGGTAAGGATGCGTGGAAGAAGATCGTGGTTTGCGTTGTC 120 
B.dothidea.6-I       CGGACGAATAGCAAAACATGGGGTAAGGATGCGTGGAAGAAGATCGTGGTTTGCGTTGTC 120 
B.dothidea.27-I      CGGATGAATAGCAAAACATGGGGTAAGGATGCGTGGAAGAAGATCGTGGTTTGCGTTGTC 120 
                     **** ******************************************************* 
 
B.corticis.2-I       AGCGACGGTCGTGCGAAGATCAACCCGAGGACAAGAGCCGTTTTGGCCGGTCTGGGAGTT 180 
B.corticis.30-I      AGCGACGGTCGTGCGAAGATCAACCCGAGGACAAGAGCCGTTTTGGCCGGTCTGGGAGTT 180 
B.dothidea.30-I      AGCGACGGTCGTGCGAAGATCAACCCGAGGACAAGAGCCGTTTTGGCCGGTCTGGGAGTT 180 
B.dothidea.28-I      AGCGACGGTCGTGCGAAGATCAACCCGAGGACAAGAGCCGTTTTGGCCGGTCTGGGAGTT 180 
B.dothidea.6-I       AGCGACGGTCGTGCGAAGATCAACCCGAGGACAAGGGCCGTTTTGGCCGGTCTGGGAGTT 180 
B.dothidea.27-I      AGCGACGGTCGTGCGAAGATCAACCCGAGGACAAGAGCCGTTTTGGCCGGTCTGGGAGTT 180 
                     *********************************** ************************ 
 
B.corticis.2-I       TACCAGGACGGCATTGCCAAACAGCAAGTCAACGGCAAGGAGGTGACGGCACATATTTAC 240 
B.corticis.30-I      TACCAGGACGGCATTGCCAAACAGCAAGTCAACGGCAAGGAGGTGACGGCACATATTTAC 240 
B.dothidea.30-I      TACCAGAACGGCATTGCCAAACAGCAAGTCAACGGCAAGGAGGTGACGGCACATATTTAC 240 
B.dothidea.28-I      TACCAGGACGGCATTGCCAAACAGCAAGTCAACGGCAAGGAGGTGACGGCACATATTTAC 240 
B.dothidea.6-I       TACCAGGACGGCATTGCCAAACAGCAAGTCAACGGCAAGGAGGTGACGGCACATATTTAC 240 
B.dothidea.27-I      TACCAGGACGGCATTGCCAAACAGCAAGTCAACGGCAAGGAGGTGACGGCACATATTTAC 240 
                     ****** ***************************************************** 
 
B.corticis.2-I       GAGTACACCTCCCAAATGAGCCTGGAAATCAAGAAGGGTGTCGTGAACATCAAGAAGGGC 300 
B.corticis.30-I      GAGTACACCTCCCAAATGAGCCTGGAAATCAAGAAGGGTGTCGTGAACATCAAGAAGGGC 300 
B.dothidea.30-I      GAGTACACCTCCCAAATGAGCCTGGAAATCAAGAAGGGTGTCGTGAACATCAAGAAGGGC 300 
B.dothidea.28-I      GAGTACACCTCCCAAATGAGCCTGGAAATCAAGAAGGGTGTCGTGAACATCAAGAAGGGC 300 
B.dothidea.6-I       GAGTACACCTCCCAAATGAGCCTGGAAATCAAGAAGGGTGTCGTGAACATCATGAAGGGC 300 
B.dothidea.27-I      GAGTACACCTCCCAAATGAGCCTGGAAATCAAGAAGGGTGTCGTGAACATCAAGAAGGGC 300 
                     ******************************
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B.corticis.2-I       ACCACTCCCATTCAGATGTTGTTCTGTTTGAAGGAAAAGAACCAGAAGAAGATCAACTCG 360 
B.corticis.30-I      ACCACTCCCATTCAGATGTTGTTCTGTTTGAAGGAAAAGAACCAGAAGAAGATCAACTCG 360 
B.dothidea.30-I      ACCACTCCCATTCAGATGCTGTTCTGTTTGAAGGAAAAGAACCAGAAGAAGATCAACTCG 360 
B.dothidea.28-I      ACCACTCCCATTCAGGTGCTGTTCTGTTTGAAGGAAAAGAACCAGAAGAAGATCAACTCG 360 
B.dothidea.6-I       ACCACTCCCATTCAGATGCTGTTCTGTTTGAAGGAAAAGAACCAGAAGAAGATCAACTCG 360 
B.dothidea.27-I      ACCACTCCCATTCAGATGCCGTTCTGTTTGAAGGAAAAGAACCAGAAGAAGATCAACTCG 360 
                     *************** **  **************************************** 
 
B.corticis.2-I       CACAGATGGTTTTTCCAGGCTTTTGGCAGCGTTCTCGACCCCAACATTTGCGTCCTCATC 420 
B.corticis.30-I      CACAGATGGTTTTTCCAGGCTTTTGGCAGCGTTCTCGACCCCAACATTTGCGTCCTCATC 420 
B.dothidea.30-I      CACAGATGGTTTTTCCAGGCTTTTGGCAGCGTTCTCGACCCCAACATTTGCGTCCTCATC 420 
B.dothidea.28-I      CACAGATGGTTTTTCCAGGCTTTTGGCAGCGTTCTCGACCCCAACATTTGCGTCCTCATC 420 
B.dothidea.6-I       CACAGATGGTTTTTCCAGGCTTTTGGCAGCGTTCTCGACCCCAACATTTGCGTCCTCATC 420 
B.dothidea.27-I      CACAGATGGTTTTTCCAGGCTTTTGGCAGCGTTCTCGACCCCAACATTTGCGTCCTCATC 420 
                     ************************************************************ 
 
B.corticis.2-I       GATGCCGGTACGAAACCCGGAAAGGACTCGATTTACCAACTCTGGAAGGCATTCGACCTG 480 
B.corticis.30-I      GATGCCGGTACGAAACCCGGAAAGGACTCGATTTACCAACTCTGGAAGGCATTCGACCTG 480 
B.dothidea.30-I      GATGCCGGTACGAAACCCGGAAAGGACTCGATTTACCAACTCTGGAAGGCATTCGACCTG 480 
B.dothidea.28-I      GATGCCGGTACGAAACCCGGAAAGGACTCGATTTACCAACTCTGGAAGGCATTCGACCTG 480 
B.dothidea.6-I       GATGCCGGTACGAAACCCGGAAAGGACTCGATTTACCAACTCTGGAAGGCATTCGACCTG 480 
B.dothidea.27-I      GATGCCGGTACGAAACCCGGAAAGGACTCGATTTACCAACTCTGGAAGGCATTCGACCTG 480 
                     ************************************************************ 
 
B.corticis.2-I       GAGCCAATGTGCGCCGGCGCTTGTGGTGAGATCAAGGCTATGTTGGTCCACGGCAAGAAG 540 
B.corticis.30-I      GAGCCAATGTGCGCCGGCGCTTGTGGTGAGATCAAGGCTATGTTGGTCCACGGCAAGAAG 540 
B.dothidea.30-I      GAGCCAATGTGCGCCGGCGCTTGTGGTGAGATCAAGGCTATGTTGGTCCACGGCAAGAAG 540 
B.dothidea.28-I      GAGCCAATGTGCGCCGGCGCTTGTGGTGAGATCAAGGCTATGTTGGTCCACGGCAAGAAG 540 
B.dothidea.6-I       GAGCCAATGTGCGCCGGCGCTTGTGGTGAGATCAAGGCTATGTTGGTCCACGGCAAGAAG 540 
B.dothidea.27-I      GAGCCAATGTGCGCCGGCGCTTGTGGTGAGATCAAGGCTATGTTGGTCCACGGCAAGAAG 540 
                     ************************************************************ 
 
B.corticis.2-I       CTGCTCAACCCCCTTGTTGCGACC 564 
B.corticis.30-I      CTGCTCAACCCCCTTGTTGCGACC 564 
B.dothidea.30-I      CTGCTCGACCCC-TTGTTGCGACC 563 
B.dothidea.28-I      CTGCTCAACCCCCTTGTTGCGGCC 564 
B.dothidea.6-I       CTGCTCAACCCCCTTGTTGCGACC 564 
B.dothidea.27-I      CTGCTCAACCCCCTTGTTGCGACC 564 
                     ****** ***** ******** ** 
 
 
Classe II 
B.corticis.10-II      GAGATCGACTTCACTCGCACCATGCACGGCGTCATGCGGAATATTTCGCACCTCTGCTCC 60 
B.corticis.18-II      GAGATCGACTTCACTCGCACCATGCACGGCGTCATGCGGAATATTTCGCACTTCTGCTCC 60 
B.corticis.11-II      GAGATCGACTTCACTCGCACCATGCACGGCGTCATGCGGAATATTTCGCACTTCTGCTCC 60 
B.dothidea.9-II       GAGATCGACTTCACTCGCACCATGCACGGCGTCATGCGGAATATTTCGCACTTCTGCTCC 60 
B.dothidea.32-II      GAGATCGACTTCACTCGCACCATGCACGGCGTCATGCGGAATATTTCGCACTTCTGCTCC 60 
                      *************************************************** ******** 
 
B.corticis.10-II      CGCGCCAAAAGCAGGACTTGGGGAAAAGATGGATGGCAAAAAATTGTGGTCTGCATCATC 120 
B.corticis.18-II      CGCGCCAAAAGCAGGACTTGGGGAAAAGATGGATGGCAAAAAATTGTGATCTGCATCATC 120 
B.corticis.11-II      CGCGCCAAAAGCAGGACTTGGGGAAAAGATGGATGGCAAAAAATTGTGGTCTGCATCATC 120 
B.dothidea.9-II       CGCGCTAAAAGCAGGACATGGGGAAAAGATGGATGGCAAAAAATTGTGGTCTGCATCATC 120 
B.dothidea.32-II      CGCGCTAAAAGCAAGACATGGGGAAAAGATGGATGGCAAAAAATTGTGGTCTGCATCATC 120 
                      ***** ******* *** ****************************** *********** 
 
B.CORTICIS.10-II      GCTGATGGGCGAACAAAGGTTCATCCTCGCGTGCTCGACGCGTTGGCTGCCATGGGTTGC 180 
B.CORTICIS.18-II      GCTGATGGGCGAACAAAGGTTCATCCTCGCGTGCTCGACGCGTTGGCTGCCATGGGCTGC 180 
B.CORTICIS.11-II      GCTGATGGGCGAACAAAGGTTCATCCTCGCGTGCTCGACGCGTTGGCTGCCATGGGTTGC 180 
B.DOTHIDEA.9-II       GCTGATGGTCGGACAAAGGTTCATCCTCGCGTGCTCGACGCGTTGGCTGCCATGGGTTGC 180 
B.DOTHIDEA.32-II      GCTGATGGTCGGACAAAGGTTCATCCTCGCGTGCTCGACGCGTTGGCTGCCATGGGTTGC 180 
                      ******** ** ******************************************** *** 
 
B.corticis.10-II      TACCAAGAGGGCATCGCCAAGAACACGGTCAACGAAAAGGAGGTCACCGCGCACGTCTAC 240 
B.corticis.18-II      TACCAAGAGGGCATCGCCAAGAACACGGTCAACGAAAAGGAGGTCACCGCGCACGTCTAC 240 
B.corticis.11-II      TACCAAGAGGGCATCGCCAAGAACACGGTCAACGAAAAGGAGGTCACCGCGCACGTCTAC 240 
B.dothidea.9-II       TACCAAGAGGGCATCGCCAAGAACACGGTCAACGAAAAGGAGGTCACCGCGCACGTCTAC 240 
B.dothidea.32-II      TACCAAGAGGGCATCGCCAAGAACACGGTCAACGAAAAGGAGGTCACCGCGCACGTCTAC 240 
                      ************************************************************ 
 
 
Clonagem e caracterização de genes de sintetase da quitina em Botryosphaeria spp. 
 
 46 
B.corticis.10-II      GAATACACCACTCAGGTCTCGCTTGACTCGGGCCTCAGATTCAAGGGCGCAGAGAAGGGA 300 
B.corticis.18-II      GAATACACCACTCAGGTCTCGCTTGACTCGGACCTCAGATTCAAGGGCGCAGAGAAGGGA 300 
B.corticis.11-II      GAATACACCACTCAGGTCTCGCTTGACTCGGACCTCAGATTCAAGGGCGCAGAAAAGGGA 300 
B.dothidea.9-II       GAATACACCACTCAGGTCTCGCTTGACTCGGATCTCAGATTCAAGGGCGCAGAGAAGGGA 300 
B.dothidea.32-II      GAATACACCACTCAGGTCTCGCTTGACTCGGATCTCAGATTCAAGGGCGCAGAGAAGGGA 300 
                      *******************************  ******************** ****** 
 
B.corticis.10-II      ATTGTTCCTTGCCAGATCATCTTCTGTCTGAAGGAAAAGAACCAGAAGAAGCTGAACTCG 360 
B.corticis.18-II      ATTGTTCCTTGCCAGATCATCTTCTGTCTGAAGGAAAAGAACCAGAAGAAGCTGAACTCG 360 
B.corticis.11-II      ATTGTTCCTTGCCAGATCATCTTCTGTCTGAAGGAAGAGAACCAGAAGAAGCTGAACTCG 360 
B.dothidea.9-II       ATTGTTCCTTGCCAGATCATCTTCTGTCTGAAGGAAAAGAACCAGAAGGAGCTGAACTCG 360 
B.dothidea.32-II      ATTGTTCCTTGCCAGATCATCTTCTGTCTGAAGGAAAAGAACCAGAAGAAGCTGAACTCG 360 
                      ************************************ *********** *********** 
 
B.corticis.10-II      CACAGATGGTTCTTTAATGCCTTTGGGCGCGCCTTGAACCCTAACATTTGCATTCTTCTG 420 
B.corticis.18-II      CACAGATGGTTCTTTAATGCCTTTGGGCGCGCCTTGAACCCTAACATTTGCATTCTTCTG 420 
B.corticis.11-II      CACAGATGGTTCTTTAATGCCTTTGGGCGCGCCTTGAACCCTAACATTTGCATTCTTCTG 420 
B.dothidea.9-II       CACAGATGGTTTTTTAATGCCTTTGGGCGCGCCTTGAACCCTAACATTTGCATTCTTCTG 420 
B.dothidea.32-II      CACAGATGGTTTTTTAATGCCTTTGGGCGCGCCTTGAACCCTAACATTTGCATTCTTCTG 420 
                      *********** ************************************************ 
B.corticis.10-II      GACGTTGGTACCAAGCCTGGTTCCAAAGCCCTCTACTACCTTTGGAAGGCTTTCGACACG 480 
B.corticis.18-II      GACGTTGGTACCAAGCCTGGTTCCAAAGCTCTCTACTACCTTTGGAAGGCTTTCGACACG 480 
B.corticis.11-II      GACGTTGGTACCAAGCCTGGTTCCAAAGCCCTCTACTACCTTTGGAAGGCTTTCGACACG 480 
B.dothidea.9-II       GACGTTGGTACCAAGCCTGGTTCCAAAGCCCTCTACTACCTTTGGAAGGCTTTCGACACG 480 
B.dothidea.32-II      GACGTTGGTACCAAGCCTGGTTCCAAAGCCCTCTACTACCTTTGGAAGGCTTTCGACACG 480 
                      ***************************** ****************************** 
 
B.corticis.10-II      GACTCCAGCGTTGCTGGTGCGGCTGGTGAAATCAAAGCTGGCAAGGGCAAGGGATGGCTC 540 
B.corticis.18-II      GACTCCAGCGTTGCTGGTGCGGCTGGTGAAATCAAAGCTGGCAAGGGCAAGGGATGGCTC 540 
B.corticis.11-II      GACTCCAGCGTTGCTGGTGCGGCTGGTGAAATCAAAGCTGGCAAGGGCAAGGGATGGCTC 540 
B.dothidea.9-II       GACTCCAGCGTTGCTGGTGCGGCTGGTGAAATCAAGGCTGGCAAGGGCAAGGGATGGCTC 540 
B.dothidea.32-II      GACTCCAGCGTTGCCGGTGCGGCTGGTGAAATCAAAGCTGGCAAGGGCAAGGGATGGCTC 540 
                      ************** ******************** ************************ 
 
B.corticis.10-II      GGTCTCCTGAACCCCTTGGTTGCTTCT 567 
B.corticis.18-II      GGTCTCCTGAACCCCTTGGTTGCTTCT 567 
B.corticis.11-II      GGTTTCCTGAACCCCTTGGTTGCTTCT 567 
B.dothidea.9-II       GGTCTCCTGAACCCCTTGGTTGCTTCT 567 
B.dothidea.32-II      GGTCTCCTGAACCCCTTGGTTGCTTCT 567 
                      *** *********************** 
 
 
Classe III 
B.dothidea.1-III       AAGGTTCTGACGGCCAGAACGCTTCACGGTGTTATGCAGAACATCCGCGATATTGTCAAC 60 
B.dothidea.4-III       AAGGTTCTGACGGCCAGAACGCTTCACGGTGTTATGCAGAACATCCGCGATATTGTCAAC 60 
B.dothidea.17-III      AAGGTTCTGACGGCCAGAACGCTTCACGGTGTTATGCAGAACATCCGCGATATTGTCAAC 60 
B.dothidea.29-III      AAGGTTCTGACGGCCAGAACGCTTCACGGTGTTATGCAGAACATCCGCGATATTGTCAAC 60 
B.dothidea.31-III      AAGGTTCTGACGGCCAGAACGCTTCACGGTGTTATGCAGAACATCCGCGATATTGTCAAC 60 
B.corticis.5-III       AAGGTTCTGACGTCCAGAACGCTTCACGGTGTTATGCAGAACATCCGCGATATTGTCAAC 60 
B.corticis.25-III      AAGGTTCTGACGTCCAGAACGCTTCACGGTGTTATGCAGAACATCCGCGATATTGTCAAC 60 
                       ************ *********************************************** 
 
B.dothidea.1-III       CTGAAGAAGTCCGAGTTCTGGAACAAGGGTGGTCCGGCCTGGCAAAAGATTGTCGTGTGC 120 
B.dothidea.4-III       CTGAAGAAGTCCGAGTTCTGGAACAAGGGTGGTCCAGCCTGGCAAAAGATTGTCGTGTGC 120 
B.dothidea.17-III      CTGAAGAAGTCCGAGTTCTGGAACAAGGGTGGTCCGGCCTGGCAAAAGATTGTCGTGTGC 120 
B.dothidea.29-III      CTGAAGAAGTCCGAGTTCTGGAACAAGGGTGGTCCGGCCTGGCAAAAGATTGTCGTGTGC 120 
B.dothidea.31-III      CTGAAGAAGTCCGAGTTCTGGAACAAGGGTGGTCCGGCCTGGCAAAAGATTGTCGTGTGC 120 
B.corticis.5-III       CTGAAGAAGTCCGAGTTCTGGAACAAGGGTGGTCCGGCCTGGCAAAAGATTGTCGTGCGC 120 
B.corticis.25-III      CTGAAGAAGTCCGAGTTCTGGAACAAGGGTGGTCCGGCCTGGCAAAAGATTGTCGTGTGC 120 
                       *********************************** ********************* ** 
 
B.dothidea.1-III       TTGGTCTTCGACGGTATCGACCCCTGCGACAAGGGCACGCTCGACGTCCTCGCCACCATT 180 
B.dothidea.4-III       TTGGTCTTCGACGGTATCGACCCCTGCGACAAGGGCACGCTCGACGTCCTCGCCACCATT 180 
B.dothidea.17-III      TTGGTCTTCGACGGTATCGACCCCTGCGACAAGGGCACGCTCGACGTCCTCGCCACCATT 180 
B.dothidea.29-III      TTGGTCTTCGACGGTATCGACCCCTGCGACAAGGGCACGCTCGACGTCCTCGCCACCATT 180 
B.dothidea.31-III      TTGGTCTTCGACGGTATCGACCCCTGCGACAAGGGCACGCTCGACGTCCTCGCCACCATT 180 
B.corticis.5-III       TTGGTCCTCGACGGTATCGACCCCTGCGACAAGGGCACGCTCGACGTCCTCGCCACCATT 180 
B.corticis.25-III      TTGGTCTTCGACGGTATCGACCCCTGCGACAAGGGCACGCTCGACGTCCTCGCCACCATT 180 
                       ****** ***************************************************** 
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B.dothidea.1-III       GGTATCTACCAGGACGGTGTCATGAAGAGGGATATCGACGGCAAGGAGACGACTGCGCAC 240 
B.dothidea.4-III       GGTATCTACCAGGACGGTGTCATGAAGAGGGATATCGACGGCAAGGAGACGACTGCGCAC 240 
B.dothidea.17-III      GGTATCTACCAGGACGGTGTCATGAAGAGGGATATCGACGGCAAGGAGACGACTGCGCAC 240 
B.dothidea.29-III      GGTATCTACCAGGACGGTGTCATGAAGAGGGATATCGACGGCAAGGAGACGACTGCGCAC 240 
B.dothidea.31-III      GGTATCTACCAGGACGGTGTCATGAAGAGGGATATCGACGGCAAGGAGACGACTGCGCAC 240 
B.corticis.5-III       GGTATCTACCAGGACGGTGTCATGAAGAGGGATATCGACGGCAAGGAGACTACTGCGCAC 240 
B.corticis.25-III      GGTATCTACCAGGACGGTGTCATGAAGAGGGATATCGACGGCAAGGAGACTACTGCGCAC 240 
                       ************************************************** ********* 
 
B.dothidea.1-III       ATTGTAAGCTGAAGCGACGCCCGCCAAAAGTTCGGTTGCTAACACTCCTGAAGTTCGAAT 300 
B.dothidea.4-III       ATCGTAAGCTGAAGCGACGCCCGCCAAAAGTTCGGTTGCTAACACTCCTGAAGTTCGAAT 300 
B.dothidea.17-III      ATTGTAAGCTGAAGCGACGCCCGCCAAAAGTTCGGTTGCTAACACTCCTGAAGTTCGAAT 300 
B.dothidea.29-III      ATTGTAAGCTGAAGCGACGCCCGCCAAAAGTTCGGTTGCTAACACTCCGGAAGTTCGAAT 300 
B.dothidea.31-III      ATTGTAAGCTGAAGCGACGCCCGCCAAAAGTTCGGTTGCTAACACTCCTGAAGTTCGAAT 300 
B.corticis.5-III       ATTGTAAGCTGAAGCGACGCCCGCTAAAAGTTCGGTTGCTAACACTCCTGAAGTTCGAAT 300 
B.corticis.25-III      ATTGTAAGCTGAAGCGACGCCCGCTAAAAGTTCGGTTGCTAACACTCCTGAAGTTCGAAT 300 
                       ** ********************* *********************** *********** 
 
B.dothidea.1-III       ACACGACCCAGCTGTCTGTTACCCCCAACCAGCAGCTGATCCGCCCGCACGATGACAGCT 360 
B.dothidea.4-III       ACACGACCCAGCTGTCTGTTACCCCCAACCAGCAGCTGATCCGCCCGCACGATGACAGCT 360 
B.dothidea.17-III      ACACGACCCAGCTGTCTGTTACCCCCAACCAGCAGCTGATCCGCCCGCACGATGACAGCT 360 
B.dothidea.29-III      ACACGACCCAGCTGTCTGTTACCCCCAACCAGCAGCTGATCCGCCCGCACGATGACAGCT 360 
B.dothidea.31-III      ACACGACCCAGCCGTCTGTTACCCCCAACCAGCAGCTGATCCGCCCGCACGATGACAGCT 360 
B.corticis.5-III       ACACGACCCAGCTGTCTGTTACCCCCAACCAGCAGCTGATCCGCCCGCACGATGACAGCT 360 
B.corticis.25-III      ACACGACCCAGCTGTCTGTTACCCCCAACCAGCAGCTGATCCGCCCGCACGATGACAGCT 360 
                       ************ *********************************************** 
 
B.dothidea.1-III       CCAGCACCCTGCCCCCGGTGCAGATGATGTACTGTCTGAAGCAGAAGAACACCAAGAAGA 420 
B.dothidea.4-III       CCAGCACCCTGCCCCCGGTGCAGATGATGTTCTGTCTGAAGCAGAAGAACACCAAGAAGA 420 
B.dothidea.17-III      CCAGCACCCTGCCCCCGGTGCAGATGATGTTCTGTCTGAAGCAGAAGAACACCAAGAAGA 420 
B.dothidea.29-III      CCAGCACCCTGCCCCCGGTGCAGATGATGTTCTGTCTGAAGCAGAAGAACACCAAGAAGA 420 
B.dothidea.31-III      CCAGCACCCTGCCCCCGGTGCAGATGATGTTCTGTCTGAAGCAGAAGAACACCAAGAAGA 420 
B.corticis.5-III       CCAGCACTCTGCCCCCGGTGCAGATGATGTTCTGTTTGAAGCAGAAGAACACCAAGAAGA 420 
B.corticis.25-III      CCAGCACTCTGCCCCCGGTGCAGATGATGTTCTGTTTGAAGCAGAAGAACACCAAGAAGA 420 
                       ******* ********************** **** ************************ 
 
B.dothidea.1-III       TCAACTCTCACCGTTGGCTCTTTACTGCTTTCGGCAGAATCCTCAACCCTGAAGTTGTTA 480 
B.dothidea.4-III       TCAACTCTCACCGTTGGCTCTTTACTGCTTTCGGCAGAATCCTCAACCCTGAAGTTGTTA 480 
B.dothidea.17-III      TCAACTCTCACCGTTGGCTCTTTACTGCTTTCGGTAGAATCCTCAACCCTGAAGTTGTTA 480 
B.dothidea.29-III      TCAACTCTCACCGTTGGCTCTTTACTGCTTTCGGCAGAATCCTCAACCCTGAAGTTGTTA 480 
B.dothidea.31-III      TCAACTCTCACCGTTGGCTCTTTACTGCTTTCGGCAGAATCCTCAACCCTGAAGTTGTTA 480 
B.corticis.5-III       TCAACTCTCACCGTTGGCTCTTTACTGCTTTCGGCAGAATCCTCAACCCTGAAGTTGTTA 480 
B.corticis.25-III      TCAACTCTCACCGTTGGCTCTTTACTGCTTTCGGCAGAATCCTCAACCCTGAAGTTGTTA 480 
                       ********************************** ************************* 
 
B.dothidea.1-III       TTCTGATTGATGCCGGTACCAAGCCCGGCCCCAAGTCCCTGCTCGCGCTTTGGGAGGCTT 540 
B.dothidea.4-III       TTCCGATTGATGCCGGTACCAAGCCCGGCCCCAAGTCCCTGCTCGCGCTTTGGGAGGCTT 540 
B.dothidea.17-III      TTCTGATTGATGCCGGTACCAAGCCCGGCCCCAAGTCCCTGCTCGCGCTTTGGGAGGCTT 540 
B.dothidea.29-III      TTCTGATTGATGCCGGTACCAAGCCCGGCCCCAAGTCCCTGCTCGCGCTTTGGGAGGCTT 540 
B.dothidea.31-III      TTCTGATTGATGCCGGTACCAAGCCCGGCCCCAAGTCCCTGCTCGCGCTTTGGGAGGCTT 540 
B.corticis.5-III       TTCTGATTGATGCCGGTACCAAGCCCGGTCCCAAGTCCCTGCTCGCGCTTTGGGAGGCTT 540 
B.corticis.25-III      TTCTGATTGATGCCGGTACCAAGCCCGGCCCCAAGTCCCTGCTCGCGCTTTGGGAGGCTT 540 
                       *** ************************ ******************************* 
 
B.dothidea.1-III       TCTACAACGACAAGGATCTCGGTGGTGCCTGTGGTGAAATTCACGCCATGTTGGGCAAGG 600 
B.dothidea.4-III       TCTACAACGACAAGGATCTCGGTGGTGCCTGTGGTGAAATTCACGCCATGTTGGGCAAGG 600 
B.dothidea.17-III      TCTACAACGACAAGGATCTCGGTGGTGCCTGTGGTGAAATTCACGCCATGTTGGGCAAGG 600 
B.dothidea.29-III      TCTACAACGACAAGGATCTCGGTGGTGCCTGTGGTGAAATTCACGCCATGTTGGGCAAGG 600 
B.dothidea.31-III      TCTACAACGACAAGGATCTCGGTGGTGCCTGTGGTGAAATTCACGCCATGTTGGGCAAGG 600 
B.corticis.5-III       TCTACAACGACAAGGATCTCGGTGGTGCCTGTGGTGAAATTCACGCCATGTTGGGCAAGG 600 
B.corticis.25-III      TCTACAACGACAAGGATCTCGGTGGTGCCTGTGGTGAAATTCACGCCATGTTGGGCAAGG 600 
                       ************************************************************ 
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B.dothidea.1-III       GCTGGAAGAACCTCGTCAACCCCCTCATCGCCGCT 635 
B.dothidea.4-III       GCTGGAAGAACCTCGTCAACCCCCTCATCGCCGCT 635 
B.dothidea.17-III      GCTGGAAGAACCTCGTCAACCCCCTCATCGCCGCT 635 
B.dothidea.29-III      GCTGGAAGAACCTCGTCAACCCCCTCATCGCCGCT 635 
B.dothidea.31-III      GCTGGAAGAACCTCGTCAACCCCCTCATCGCCGCT 635 
B.corticis.5-III       GCTGGAAGAATCTCGTCAACCCGCTCATCGCCGCT 635 
B.corticis.25-III      GCTGGAAGGATCTCGTCAACCCGCTCATCGCCGCT 635 
                       ******** * *********** ************ 
 
Figura 15. Alinhamento das sequências nucleotídicas dos fragmentos do gene de sintetase 
da quitina das duas estirpes de Botryosphaeria. Um asterisco indica completa identidade 
naquela posição, em todos os fragmentos. As regiões em realce correspondem as 
sequências dos intrões. 
 
Classe I 
B.dothidea.27-I      DELFARNLTGVIKNIEYMNSRMNSKTWGKDAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAVLAGLGV 60 
B.dothidea.6-I       DELFARTLTGVIKNIEYMNSRTNSKTWGKDAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAVLAGLGV 60 
B.corticis.30-I      DELFARTLTGVIKNIEYMNSRTNSKTWGKDAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAVLAGLGV 60 
B.corticis.2-I       DELFARTLTGVIKNIEYMNSRTNSKTWGKDAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAVLAGLGV 60 
B.dothidea.28-I      DELFARTLTGVIKNIEYMNSRTNSKTWGKDAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAVLAGLGV 60 
B.dothidea.30-I      DELFARTLTGVIKNIEYMNSRTNSKTWGKDAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAVLAGLGV 60 
                     ******.************** ************************************** 
 
B.dothidea.27-I      YQDGIAKQQVNGKEVTAHIYEYTSQMSLEIKKGVVNIKKGTTPIQMPFCLKEKNQKKINS 120 
B.dothidea.6-I       YQDGIAKQQVNGKEVTAHIYEYTSQMSLEIKKGVVNIMKGTTPIQMLFCLKEKNQKKINS 120 
B.corticis.30-I      YQDGIAKQQVNGKEVTAHIYEYTSQMSLEIKKGVVNIKKGTTPIQMLFCLKEKNQKKINS 120 
B.corticis.2-I       YQDGIAKQQVNGKEVTAHIYEYTSQMSLEIKKGVVNIKKGTTPIQMLFCLKEKNQKKINS 120 
B.dothidea.28-I      YQDGIAKQQVNGKEVTAHIYEYTSQMSLEIKKGVVNIKKGTTPIQVLFCLKEKNQKKINS 120 
B.dothidea.30-I      YQNGIAKQQVNGKEVTAHIYEYTSQMSLEIKKGVVNIKKGTTPIQMLFCLKEKNQKKINS 120 
                     **:********************************** *******: ************* 
 
B.dothidea.27-I      HRWFFQAFGSVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCAGACGEIKAMLVHGKK 180 
B.dothidea.6-I       HRWFFQAFGSVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCAGACGEIKAMLVHGKK 180 
B.corticis.30-I      HRWFFQAFGSVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCAGACGEIKAMLVHGKK 180 
B.corticis.2-I       HRWFFQAFGSVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCAGACGEIKAMLVHGKK 180 
B.dothidea.28-I      HRWFFQAFGSVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCAGACGEIKAMLVHGKK 180 
B.dothidea.30-I      HRWFFQAFGSVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCAGACGEIKAMLVHGKK 180 
                     ************************************************************ 
 
B.dothidea.27-I      LLNPLVAT 188 
B.dothidea.6-I       LLNPLVAT 188 
B.corticis.30-I      LLNPLVAT 188 
B.corticis.2-I       LLNPLVAT 188 
B.dothidea.28-I      LLNPLVAA 188 
B.dothidea.30-I      LLDPLLR- 187 
                     **:**:   
 
 
Classe II 
B.dothidea.9-II       EIDFTRTMHGVMRNISHFCSRAKSRTWGKDGWQKIVVCIIADGRTKVHPRVLDALAAMGC 60 
B.dothidea.32-II      EIDFTRTMHGVMRNISHFCSRAKSKTWGKDGWQKIVVCIIADGRTKVHPRVLDALAAMGC 60 
B.corticis.11-II      EIDFTRTMHGVMRNISHFCSRAKSRTWGKDGWQKIVVCIIADGRTKVHPRVLDALAAMGC 60 
B.corticis.18-II      EIDFTRTMHGVMRNISHFCSRAKSRTWGKDGWQKIVICIIADGRTKVHPRVLDALAAMGC 60 
B.corticis.10-II      EIDFTRTMHGVMRNISHLCSRAKSRTWGKDGWQKIVVCIIADGRTKVHPRVLDALAAMGC 60 
                      *****************:******:***********:*********************** 
 
B.dothidea.9-II       YQEGIAKNTVNEKEVTAHVYEYTTQVSLDSDLRFKGAEKGIVPCQIIFCLKEKNQKELNS 120 
B.dothidea.32-II      YQEGIAKNTVNEKEVTAHVYEYTTQVSLDSDLRFKGAEKGIVPCQIIFCLKEKNQKKLNS 120 
B.corticis.11-II      YQEGIAKNTVNEKEVTAHVYEYTTQVSLDSDLRFKGAEKGIVPCQIIFCLKEENQKKLNS 120 
B.corticis.18-II      YQEGIAKNTVNEKEVTAHVYEYTTQVSLDSDLRFKGAEKGIVPCQIIFCLKEKNQKKLNS 120 
B.corticis.10-II      YQEGIAKNTVNEKEVTAHVYEYTTQVSLDSGLRFKGAEKGIVPCQIIFCLKEKNQKKLNS 120 
                      ******************************.*********************:***:*** 
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B.dothidea.9-II       HRWFFNAFGRALNPNICILLDVGTKPGSKALYYLWKAFDTDSSVAGAAGEIKAGKGKGWL 180 
B.dothidea.32-II      HRWFFNAFGRALNPNICILLDVGTKPGSKALYYLWKAFDTDSSVAGAAGEIKAGKGKGWL 180 
B.corticis.11-II      HRWFFNAFGRALNPNICILLDVGTKPGSKALYYLWKAFDTDSSVAGAAGEIKAGKGKGWL 180 
B.corticis.18-II      HRWFFNAFGRALNPNICILLDVGTKPGSKALYYLWKAFDTDSSVAGAAGEIKAGKGKGWL 180 
B.corticis.10-II      HRWFFNAFGRALNPNICILLDVGTKPGSKALYYLWKAFDTDSSVAGAAGEIKAGKGKGWL 180 
                      ************************************************************ 
 
B.dothidea.9-II       GLLNPLVAS 189 
B.dothidea.32-II      GLLNPLVAS 189 
B.corticis.11-II      GFLNPLVAS 189 
B.corticis.18-II      GLLNPLVAS 189 
B.corticis.10-II      GLLNPLVAS 189 
                      *:******* 
 
 
Classe III 
B.dothidea.1-III       KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNKGGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKGTLDVLATI 60 
B.dothidea.17-III      KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNKGGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKGTLDVLATI 60 
B.dothidea.4-III       KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNKGGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKGTLDVLATI 60 
B.dothidea.29-III      KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNKGGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKGTLDVLATI 60 
B.dothidea.31-III      KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNKGGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKGTLDVLATI 60 
B.corticis.25-III      KVLTSRTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNKGGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKGTLDVLATI 60 
B.corticis.5-III       KVLTSRTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNKGGPAWQKIVVRLVLDGIDPCDKGTLDVLATI 60 
                       ****:********************************** **:***************** 
 
B.dothidea.1-III       GIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQLSVTPNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMMYCLKQKN 120 
B.dothidea.17-III      GIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQLSVTPNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMMFCLKQKN 120 
B.dothidea.4-III       GIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQLSVTPNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMMFCLKQKN 120 
B.dothidea.29-III      GIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQLSVTPNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMMFCLKQKN 120 
B.dothidea.31-III      GIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQPSVTPNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMMFCLKQKN 120 
B.corticis.25-III      GIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQLSVTPNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMMFCLKQKN 120 
B.corticis.5-III       GIYQDGVMKRDIDGKETTAHIFEYTTQLSVTPNQQLIRPHDDSSSTLPPVQMMFCLKQKN 120 
                       *************************** *************************:****** 
 
B.dothidea.1-III       TKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVILIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGACGEIHAM 180 
B.dothidea.17-III      TKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVILIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGACGEIHAM 180 
B.dothidea.4-III       TKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVIPIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGACGEIHAM 180 
B.dothidea.29-III      TKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVILIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGACGEIHAM 180 
B.dothidea.31-III      TKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVILIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGACGEIHAM 180 
B.corticis.25-III      TKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVILIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGACGEIHAM 180 
B.corticis.5-III       TKKINSHRWLFTAFGRILNPEVVILIDAGTKPGPKSLLALWEAFYNDKDLGGACGEIHAM 180 
                       ************************ *********************************** 
 
B.dothidea.1-III       LGKGWKNLVNPLIAA 195 
B.dothidea.17-III      LGKGWKNLVNPLIAA 195 
B.dothidea.4-III       LGKGWKNLVNPLIAA 195 
B.dothidea.29-III      LGKGWKNLVNPLIAA 195 
B.dothidea.31-III      LGKGWKNLVNPLIAA 195 
B.corticis.25-III      LGKGWKDLVNPLIAA 195 
B.corticis.5-III       LGKGWKNLVNPLIAA 195 
                       ******:******** 
 
Figura 16. Alinhamento das sequências de a.a. deduzidas dos fragmentos do gene de 
sintetase da quitina das duas estirpes de Botryosphaeria. Um asterisco indica identidade 
completa naquela posição em todos os fragmentos. Dois pontos indicam substituições 
conservativas e um ponto indica substituições semi-conservativas. 
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3.7 Análise filogenética 
De forma a avaliar o potencial dos genes de CHS para estabelecer relações 
filogenéticas entre espécies de Botryosphaeria, as sequências de nucleótidos dos genes de 
sintetase da quitina das três classes foram comparadas e utilizadas para construir as 
respectivas árvores filogenéticas (Figs. 17, 18 e 19). 
 Calcularam-se as distâncias (percentagem de divergência) entre todos os pares de 
sequências de um alinhamento múltiplo aplicando-se, posteriormente, o método 
Neighbour-Joining (Saitou and Nei, 1987) à matriz de distâncias, de forma a obter uma 
árvore sem raíz. Usando um “outgroup” (sequência que agrupa fora da árvore), para cada 
classe, obteve-se as raízes das árvores. A visualização e arranjo gráfico das árvores foram 
efectuados com recurso ao programa TREEVIEW. 
Foi, igualmente, realizada uma análise “bootstrap” de forma a validar os grupos 
formados nas árvores. Na construção das árvores filogenéticas foram efectuadas 1000 
réplicas de “bootstrap”. Este método deriva valores de confiança para os grupos das 
árvores, e consiste em realizar N amostras ao acaso dos locais do alinhamento, gerando N 
árvores (1 por cada amostra) e contar quantas vezes cada grupo da árvore original ocorre 
nas árvores amostra (Alves, 2001). 
A análise da árvore filogenética permite distinguir vários grupos taxonómicos, já de 
algum modo evidenciado no dendrograma obtido anteriormente. 
Observando as árvores filogenéticas das três classes, foi possível verificar que os 
fragmentos de ambas as espécies de Botryosphaeria não se incluem em qualquer dos 
grupos taxonómicos, ficando individualizados num ramo distinto dos restantes. Este ramo 
corresponde à ordem Botryosphaeriales, família Botryosphaeriaceae. Apenas a análise de 
sequências de sintetases de quitina de classe I não permitiu uma distinção clara entre as 
espécies B. dothidea e B. corticis. 
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Figura 17. Árvore filogenética derivada das sequências de nucleótidos de fragmentos de 
sintetase da quitina de classe I de diferentes espécies de fungos e dos fragmentos de B. 
dothidea e B. corticis de classe I. A sequência CHS1 de S. cerevisiae foi utilizada como 
“outgroup”. 
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Figura 18. Árvore filogenética derivada das sequências de nucleótidos de fragmentos de 
sintetase da quitina de classe II de diferentes espécies de fungos e dos fragmentos de B. 
dothidea e B. corticis de classe II. A sequência UmCHS2 de U. maydis foi utilizada como 
“outgroup”. 
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Figura 19. Árvore filogenética derivada das sequências de nucleótidos de fragmentos de 
sintetase da quitina de classe III de diferentes espécies de fungos e dos fragmentos de B. 
dothidea e B. corticis de classe III. A sequência UmCHS1 de U. maydis foi utilizada como 
“outgroup”. 
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3.8 Hibridação 
Com o objectivo de verificar a presença de sequências homólogas ao gene de 
sintetase da quitina nas estirpes de Botryosphaeria (CBS113191, CBS119047, CBS119048 
e CBS115476), foi realizada uma hibridação utilizando como sondas 3 clones já 
sequenciados, cada um pertencente a uma classe de sintetase da quitina (I, II e III). O DNA 
genómico das 4 estirpes foi digerido com recurso à enzima HindIII e a hibridação decorreu 
a uma temperatura de 42ºC na presença de 50% de formamida.  
Após hibridação, foram detectados fragmentos HindIII em todas as estirpes testadas, 
para as três classes de sondas (Fig. 20). Tal facto indica a presença de sequências 
homólogas do gene que codifica para a sintetase da quitina nas quatro estirpes. Para cada 
classe foi identificado em todas as estirpes um só fragmento por hibridação. 
 
                              Classe I                   Classe II                    Classe III 
 
Figura 20. Detecção por hibridação de fragmentos homólogos do gene que codifica para 
sintetase da quitina de classe I, II e III. M – DNA do fago λ digerido com EcoRI e HindIII, 
1 – CBS115476, 2 – CBS113191, 3 – CBS119047 e 4 – CBS119048. 
 
 
 
 
 
 M     1      2    3      4           1     2     3     4                  1      2     3     4  
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4. Discussão 
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Com auxílio de “primers” degenerados, descritos por Bowen et al. (1992) foram 
amplificados dois fragmentos de genes que codificam para a sintetase da quitina, um de B. 
dothidea e outro de B. corticis. Estes “primers” permitem amplificar fragmentos de 
sintetases da quitina de diferentes classes, com exactamente o mesmo tamanho (Alves, 
2001). 
A análise do gel de agarose dos produtos de amplificação revelou a presença de dois 
fragmentos de aproximadamente 600 pb. Após clonagem e sequenciação dos clones de 
ambas as espécies de Botryosphaeria procedeu-se à análise das sequências nucleotídicas e 
de a.a. deduzidas destes fragmentos (Fig. 12), que revelaram uma elevada percentagem de 
identidade com sintetases da quitina de outros fungos (programa BLAST).  
Bowen e seus colaboradores (1992) identificaram três classes de sintetases da quitina 
(I, II e III). No entanto, em estudos posteriores, outras classes foram descritas (Choquer et 
al., 2004). 
Usando o programa Clustal W2, alinharam-se as sequências nucleotídicas (Fig. 15) e 
de a.a. deduzidas (Fig. 16), verificando-se que apresentam uma grande identidade entre si. 
Algumas diferenças observadas entre sequências pertencentes à mesma classe e dentro da 
mesma espécie correspondem a substituições conservativas e semi-conservativas e outras a 
substituições pontuais de alguns a.a. (classe I e III). Tal facto pode ser indicativo da 
existência de várias cópias de genes de CHS (relacionados com as classes I e III) no 
genoma de Botryosphaeria, como é o caso de A. fumigatus que apresenta quatro genes para 
a sintetase da quitina de classe III (Namgung et al., 1996).   
As sequências de a.a. deduzidas, tanto de B. dothidea como de B. corticis, foram 
alinhadas com outras sequências de a.a. de sintetases da quitina de outros fungos (Fig. 13) 
depositadas no GenBank. Com uma mera inspecção visual do alinhamento das várias 
sequências de a.a. podemos verificar a existência de três classes de sintetase da quitina (I, 
II e III). Deste modo, pode-se observar que, relativamente a B. dothidea, os clones 9 e 32 
pertencem à classe II, os clones 6, 27, 28 e 30 à classe I e os clones 1, 4, 17, 29 e 31 à 
classe III. Quanto a B. corticis, os clones 10, 11 e 18 pertencem à classe II, os clones 2 e 30 
à classe I e os clones 5 e 25 à classe III. É possível que estas espécies possuam sintetases 
da quitina de outras classes, no entanto, os “primers” utilizados não permitem amplificá-las 
(Alves, 2001). 
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Com excepção do fragmento CHS1 (sequência “outgroup”), todos os outros 
fragmentos se inserem numa das três classes, que representam três grupos funcionais 
distintos (Bowen et al., 1992). Ruíz-Herrera e seus colaboradores identificaram duas 
divisões entre as classes de CHS conhecidas, sendo que as classes I, II e III pertencem à 
divisão 1 e caracterizam-se por serem proteínas pequenas que podem ter 738 a 1131 
resíduos de a.a. 
Analisando o dendograma (Fig. 14) é possível distinguir as diferentes classes de 
sintetases da quitina, pois, as sequências pertencentes a cada classe, agrupam-se 
conjuntamente em ramos diferentes. 
Aparentemente, as classes I e II estão presentes em leveduras e fungos filamentosos, 
no entanto a classe III é exclusiva dos fungos filamentosos (Roncero, 2002).   
As sequências de fragmentos de sintetases da quitina têm sido utilizadas para deduzir 
possíveis filogenias (Bowen et al., 1992; Alves et al., 2001). Estas estão, geralmente, de 
acordo com filogenias derivadas por caracteres morfológicos, ou mesmo pela análise de 
sequências de outros genes, nomeadamente dos genes ribossomais (Alves, 2001). 
As relações filogenéticas entre as duas espécies em estudo (B. dothidea e B. corticis) 
e outros fungos registados no GenBank (Anexo I) foram analisadas através da construção 
de um filograma para cada classe, com as respectivas sequências de nucleótidos dos 
fragmentos de sintetase de quitina. Pela análise filogenética é possível observar a 
separação dos fungos em grupos taxonómicos distintos, de tal forma que o género 
Botryosphaeria forma um grupo separado que corresponde à ordem Botryosphaeriales. 
Na árvore filogenética de CHS classe I (Fig. 17) em que o fragmento CHS1 foi usado 
como “outgroup”, podemos observar que tanto B. dothidea como B. corticis agrupam num 
ramo distinto, cujo suporte de “bootstrap” como grupo filogenético é de 100%, porém não 
existe uma clara diferenciação entre as duas espécies. 
Relativamente à árvore filogenética de CHS classe II (Fig. 18), em que foi utilizado o 
fragmento UmCHS2 como “outgroup”, verifica-se que, de igual modo, as duas espécies de 
Botryosphaeria agrupam no mesmo ramo com um limite de confiança como grupo de 
100%, todavia nesta árvore é possível fazer uma distinção entre as duas espécies de forma 
a observar uma diferenciação genética entre ambas. Observa-se que B. corticis10, B. 
corticis11 e B. corticis18 agrupam conjuntamente em 920 das 1000 réplicas, o que lhes 
confere um limite de confiança de “bootstrap” como grupo filogenético de 92% e B. 
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dothidea9 e B. dothidea32 agrupam conjuntamente em 990 das 1000 réplicas, o que lhes 
confere um limite de confiança como grupo filogenético de 99%. 
Quanto à árvore filogenética de CHS classe III (Fig. 19), cujo “outgroup” é o 
fragmento UmCHS1, pode-se inferir, do mesmo modo, que ambas as espécies de 
Botryosphaeria agrupam no mesmo ramo com um limite de confiança de 100%, assim 
como a existência de outros dois grupos que correspondem à distinção evolutiva entre B. 
dothidea e B. corticis. É possível observar uma diferenciação genética entre estas duas 
espécies, de tal forma que B. dothidea1, B. dothidea31, B. dothidea17, B. dothidea29 e B. 
dothidea4 agrupam conjuntamente, apresentando um limite de confiança de “bootstrap” 
como grupo filogenético de 90% e da mesma forma B. corticis5 e B. corticis25 apresentam 
um limite de confiança como grupo de 100%. 
O facto de não haver sequências disponíveis de outras espécies de fungos 
filogeneticamente próximos de Botryosphaeria limita, de certa forma, a análise 
filogenética apresentada. Seria de grande interesse obter algumas dessas sequências para 
futuras análises filogenéticas.   
Por hibridação pretendeu-se detectar fragmentos homólogos ao gene de sintetase da 
quitina em quatro estirpes de Botryosphaeria, sendo as sondas 3 clones já sequenciados, 
cada um pertencente a uma classe de sintetase da quitina (I, II e III). 
Após observação da figura 20, podemos verificar que em ambas as espécies de 
Botryosphaeria, para as três classes, ocorre um sinal de hibridação fraco com o DNA 
genómico digerido. Desta forma é possível verificar a presença de fragmentos homólogos 
ao fragmento de sintetase da quitina nas estirpes de Botryosphaeria testadas. Tal facto 
sugere que os genes que codificam para as três classes de CHS’s apresentam cópia única 
no genoma do fungo, no entanto estes resultados contrariam os obtidos pela sequenciação 
que indicam a presença de várias cópias no genoma. Esta contradição pode ser devida a 
alguns factores: erros ocorridos durante a hibridação ou erros introduzidos pela Taq 
durante a amplificação, apesar da taxa de erro desta enzima ser muito baixa.  
Para uma melhor compreensão do número de cópias destes genes seria de interesse a 
análise da expressão destes genes. Através da análise do mRNA seria possível verificar a 
existência (ou não) de diferentes cópias. 
De futuro seria interessante alargar este estudo às restantes classes de sintetase da 
quitina (IV, V) dentro do mesmo género, assim como a análise destes genes em conjunto 
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com dados de sequências mais extensos poderá ser útil na análise de relações evolutivas 
entre fungos. Do mesmo modo, poderá ser feita a análise de experiências de disrupção 
génica, de forma a determinar as funções das múltiplas sintetases da quitina e perceber o 
seu contributo no desenvolvimento da parede celular destes fungos. 
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A análise do presente trabalho permitiu retirar as seguintes conclusões relativamente 
ao género Botryosphaeria: 
 
 as sequências de nucleótidos obtidas revelaram elevada taxa de identidade com 
sequências de sintetases da quitina de outros fungos; 
 
 o género Botryosphaeria possui sintetases de quitina pertencentes a pelo menos 
3 classes distintas, nomeadamente classe I, II e III; 
 
 a análise filogenética permite a separação dos fungos em grupos taxonómicos 
diferentes em que o género Botryosphaeria forma um grupo separado de todos 
os outros; 
 
 as sequências de sintetase de quitina de classe II e III revelam potencial como 
marcador filogenético ao nível da espécie; 
 
 devido aos resultados contraditórios entre sequenciação e hibridação, não é 
claro se o genoma de Botryosphaeria spp. apresenta cópia única ou múltiplas 
cópias dos genes de CHS das diferentes classes. 
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